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Resumen 
La salmonelosis es una de las infecciones alimentarias de mayor 

importancia en Europa y, aunque se ha reducido de forma significativa su 

incidencia en los últimos años, Salmonella enterica sigue siendo el principal 

agente etiológico de los brotes de enfermedades transmitidas por alimentos en 

la Unión Europea. Los dos serotipos de S. enterica con mayor prevalencia son 

S. enterica serotipo Enteritidis y S. enterica serotipo Typhimurium. Por otro lado, 

el incremento de S. enterica con resistencia o multirresistencia a los antibióticos 

es un problema de gran importancia clínica que se está acrecentando en las 

últimas décadas. 

Los microorganismos han desarrollado varias estrategias para resistir 

frente a los efectos de los antimicrobianos, entre las que se incluyen la formación 

de biofilms, la reducción de la permeabilidad celular, la expresión incrementada 

de bombas de expulsión, la modificación o superproducción de los lugares diana 

o receptores y la adquisición de rutas metabólicas alternativas a las inhibidas por 

los antimicrobianos. De forma general, la transmisión de microorganismos 

resistentes a los antibióticos a los seres humanos en la cadena alimentaria puede 

tener lugar por contacto directo o por el consumo de alimentos contaminados, 

siendo estos la vía más importante, especialmente cuando no se llevan a cabo 

unas adecuadas prácticas de higiene. En los últimos años se ha sugerido que 

existe un vínculo directo entre la tolerancia a los biocidas y la resistencia a los 

antibióticos, ya que los mecanismos que contribuyen a ambas circunstancias son 

similares, y se ha comprobado que la exposición a concentraciones subletales 

de biocidas favorece la selección de cepas de microorganismos resistentes a 

antibióticos, principalmente a través de mecanismos de co-resistencia o de 

resistencia cruzada.  

El objetivo general de esta Tesis Doctoral ha sido evaluar la influencia de 

la exposición a concentraciones crecientes subinhibitorias de tres biocidas de 

uso habitual en la industria alimentaria, el fosfato trisódico (FTS), el nitrito sódico 

(NS) y el hipoclorito sódico (HS), sobre la generación de resistencias a diferentes 

antibióticos y sobre algunos de los posibles mecanismos de adaptación que 

causan dichas resistencias, tales como la formación de biofilms, las 
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modificaciones en la hidrofobicidad de la superficie celular o la expresión de 

bombas de expulsión activa. 

Para ello, se llevó a cabo una caracterización, tanto fenotípica como 

genotípica, de la resistencia a antibióticos en 64 cepas de S. enterica 

procedentes de carne de pollo. Todos los aislamientos fueron ensayados frente 

a un panel de 16 antimicrobianos. Los porcentajes de resistencia más altos se 

obtuvieron frente a antibióticos aminoglucósidos, quinolonas, sulfonamidas, 

ampicilina y tetraciclina. La caracterización genotípica permitió demostrar la 

presencia de genes de resistencia para antibióticos betalactámicos (blaTEM y 

blaPSE-1), sulfonamidas (sul1, sul2, sul3, qacEΔ1), estreptomicina (aadA, strA, 

strB), gentamicina (genes aac (3)-II, aac(3)-IV), cloranfenicol (genes cmlA y FloR) 

y tetraciclina (tetA, tetB, tetG). Se han estudiado seis factores determinantes de 

virulencia (papC, cnf1,  fimA, aer , hly y papGIII,), los cuales se han detectado en 

porcentajes muy bajos (9,4%, 6,3%, 4,7%, 4,7 %, 0 % y 0%, respectivamente). 

A continuación, se seleccionaron las 10 cepas (pertenecientes a 10 

serotipos diferentes) de S. enterica más relevantes, por presentar un mayor 

número de resistencias o por pertenecer a serotipos frecuentemente implicados 

en casos de salmonelosis humana, que se expusieron a concentraciones 

crecientes subinhibitorias de FTS, NS e HS, con la finalidad de conseguir su 

adaptación a los compuestos. Además de determinar la influencia de esta 

exposición sobre los patrones de resistencia a antibióticos de las cepas, se 

estudió su efecto sobre algunos mecanismos de resistencia, como la capacidad 

para formar biofilm, la hidrofobicidad de la superficie celular, los parámetros 

cinéticos de crecimiento y la actividad de las bombas de expulsión. 

Tras la adaptación a los biocidas, se produjo un incremento sustancial de 

la concentración mínima inhibitoria de los tres compuestos ensayados. Antes y 

después de la adaptación a los biocidas, se determinó la sensibilidad de las 

cepas frente a un panel de 31 antibióticos de interés clínico, observándose 

cambios en los patrones de resistencia para diferentes clases de antibióticos, 

hecho que sugiere la existencia de mecanismos de resistencia de amplio 

espectro (p. ej., cambios en la superficie celular o síntesis incrementada de 

bombas de expulsión inespecíficas) que pueden provocar una disminución en la 

sensibilidad a compuestos con diversas estructuras químicas. 
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Además, se realizó la caracterización genotípica de los aislamientos, 

presentando, los serotipos S. Hadar y S. 1,4,[5],12:i:-, una reducción en el 

número de genes de resistencia detectados tras la adaptación. El fosfato 

trisódico fue el biocida que se asoció a una mayor disminución en la detección 

de estos genes de resistencia, hecho que podría ser consecuencia de algún 

mecanismo que impida la amplificación de determinados genes o de cambios en 

el genoma bacteriano. 

Las cepas de S. Agona y S. Infantis destacaron por presentar la mayor 

capacidad de formación de biofilms del conjunto de cepas ensayadas, tanto 

cuando no estaban adaptadas como cuando lo estaban frente a los tres biocidas. 

La adaptación al fosfato trisódico dio lugar al mayor incremento en la capacidad 

de formación de biofilms. 

Otro de los mecanismos de resistencia estudiados fue la variación en la 

hidrofobicidad de la superficie celular de los aislamientos tras la exposición a los 

biocidas, empleando la técnica de adhesión microbiana a solventes no polares. 

De los dos compuestos utilizados, xileno y hexadecano, el primero fue el que 

mayor afinidad presentó por las cepas de Salmonella analizadas. Si bien se 

observaron variaciones entre serotipos, la adaptación de las cepas al FTS 

incrementó sustancialmente su hidrofobicidad superficial. 

En cuanto a los parámetros de crecimiento estudiados, de manera general, 

los tratamientos biocidas más efectivos fueron el nitrito sódico y el hipoclorito 

sódico, ya que se asociaron a una mayor reducción del ritmo de crecimiento. En 

presencia del inhibidor de las bombas de expulsión carbonilcianuro-m-

clorofenilhidrazona (CCCP), únicamente se observó crecimiento en el caso de 

las cepas expuestas a nitrito sódico, estando inhibido el crecimiento tras la 

exposición a fosfato trisódico e hipoclorito sódico, lo que demuestra el papel de 

las bombas de expulsión en la adaptación de las cepas a los biocidas. 
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1. El género Salmonella. 

1.1.  Clasificación y características generales. 

Los miembros de la familia Enterobacteriaceae están distribuidos 

ampliamente en la naturaleza y muchas de sus especies viven en el intestino 

tanto de seres humanos como de animales, incluidos los insectos, donde pueden 

causar enfermedades entéricas o permanecer como organismos comensales 

(Cabral, 2010; Lorenzo et al., 2018; Morales-López et al., 2019). Las 

enterobacterias son catalasa positiva y oxidasa negativa, no formadoras de 

esporas y con metabolismo oxidativo y fermentativo. El género Salmonella está 

incluido dentro de la Familia Enterobacteriaceae, Orden Enterobacteriales, Clase 

gamma-proteobacteria (Achtman et al., 2012; Garrity et al., 2004; Morales-López 

et al., 2019), siendo un microorganismo patógeno transmitido por los alimentos 

y estando ampliamente distribuido por todas las regiones del mundo (Herrero-

Fresno y Olsen, 2018). Se trata de bacterias Gram-negativas compuestas por 

una membrana interna (citoplasmática), que es una bicapa fosfolipídica con 

proteínas integradas, una membrana externa compuesta principalmente de 

lipopolisacáridos (LPS) y proteínas, y una delgada capa rígida de peptidoglicano 

localizado en el espacio periplásmico (Bertani y Ruiz, 2018). La capa de 

peptidoglicano tiene la capacidad de interactuar con varias proteínas de la 

membrana celular, lo que va a proporcionar estabilidad a las membranas 

externas e internas de las células (Egan et al., 2020; Godlewska et al., 2009; 

Meloni et al., 2015).  

Salmonella presenta un rango de temperaturas de crecimiento amplio, que 

varía desde los 5 ºC hasta los 45-47 ºC, estando su rango de temperatura óptima 

de crecimiento comprendido entre los 35 ºC y los 37 ºC. El pH óptimo de 

crecimiento es de 6,5-7,5, si bien sobrevive en el rango de 4,5 a 9. Estas 

bacterias se desarrollan bien con una actividad de agua (Aw) de 0,945 a 0,999, 

aunque son capaces de sobrevivir largos periodos de tiempo en medios con 

valores muy bajos de actividad de agua, como es el caso de los alimentos 

deshidratados (Andino y Hanning, 2015). 
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1.2. Serotipos de Salmonella. 

Existe poca uniformidad en el sistema de clasificación de Salmonella y 

actualmente se considera que existen dos especies dentro del género 

Salmonella: S. enterica y S. bongori (Ryan et al., 2017; Tindall et al., 2005). S. 

enterica se subdivide a su vez en seis subespecies: S. enterica subsp. enterica 

(I), S. enterica subsp. salamae (II), S. enterica subsp. arizonae (IIIa), S. enterica 

subsp. diarizonae (IIIb), S. enterica subsp. houtenae (IV) y S. enterica subsp. 

indica (VI) (Ashton et al., 2016; Giner-Lamia et al., 2019; Popoff et al., 2004; 

Porwollik et al., 2004) y más de 2500 serovares, alguno de los cuales son 

patógenos estrictamente humanos (Salmonella enterica subespecie enterica 

serotipo Typhi), y otros están específicamente asociados a animales (Salmonella 

enterica subespecie enterica serotipo Abortusovis). Hay que señalar, no 

obstante, que la mayoría son serovares ubicuos y patógenos tanto en animales 

como en humanos y, como tales, pueden causar enfermedades zoonósicas 

(Lelièvre et al., 2019; Lou et al., 2019). S. enterica subsp. enterica es la más 

frecuente y se aísla en humanos y en animales de sangre caliente. El resto de 

subespecies de S. enterica, así como S. bongori, se encuentran habitualmente 

en animales de sangre fría y en el ambiente (Figueroa y Verdugo, 2005; Jajere, 

2019; Lamas et al., 2018). 

Los distintos serotipos de Salmonella se suelen denominar según el lugar 

geográfico o especie animal donde se aislaron por primera vez. Las 

serovariedades de especies menos frecuentes se designan utilizando el nombre 

de la especie seguido de su fórmula antigénica. Los nombres de todas las 

serovariedades están contenidos en el Esquema de Kauffmann-White, publicado 

por el “Centro Colaborador de la Organización Mundial de la Salud (OMS) para 

Referencia e Investigación en Salmonella” del Instituto Pasteur de París (Brenner 

et al., 2000; Grimont y Weill, 2007; Ryan et al., 2017). 

El estudio de la estructura antigénica del género Salmonella permite tipificar 

las bacterias que lo componen en serovariedades (serotipos) que se basan en 

las diferencias en sus propiedades antigénicas. La serotipificación de Salmonella 

se basa en el sistema de Kauffmann-White que, del mismo modo que en otras 

enterobacterias, utiliza tres tipos de antígenos de superficie:  
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1) Antígenos somáticos (O): son moléculas complejas, termoestables y 

alcohol-resistentes. Forman parte del lipopolisacárido (LPS), el cual se 

considera un factor de virulencia en bacterias Gram-negativas y se localiza 

en la membrana externa de la pared celular y posee estructuralmente tres 

zonas (Figura 1). El lípido A es la zona más interna y con actividad tóxica 

intensa (endotoxina), que ancla el LPS en la membrana; el polisacárido 
central o núcleo del polisacárido, formado por varios azúcares, muchos de 

ellos con estructura poco común, y la cadena lateral O que es una cadena 

de heteropolisacáridos, más o menos larga, que se extiende hacia la parte 

externa del núcleo protegiendo a la célula bacteriana de las acciones del 

sistema inmunológico (Kintz et al., 2017; Maldonado et al., 2016). El 

antígeno O es inmunogénico y puede ser un objetivo funcional para las 

vacunas (Kintz et al., 2017). 

2) Antígenos flagelares (H): los flagelos son los orgánulos responsables de 

la motilidad en diversas especies bacterianas. La proteína estructural de 

los flagelos se denomina flagelina y presenta una elevada actividad 

antigénica constituyendo un factor de virulencia que media la adhesión e 

invasión de las células epiteliales del hospedador (Won y Lee, 2016). 

Tienen una región central que presenta gran variabilidad, siendo muy 

variable tanto en secuencia como en longitud entre los genes del antígeno 

flagelar y generalmente se cree que determina el epítopo del antígeno H, 

mientras que los extremos terminales -COOH y -NH2 están altamente 

conservados. Esta variabilidad de la región central se utiliza para definir los 

antígenos flagelares dentro del esquema de Kauffmann-White. 

Los serotipos de Salmonella pueden ser monofásicos o bifásicos en 

función de si producen un solo tipo de antígeno H o dos tipos de antígeno 

H, respectivamente. Una cepa de Salmonella sólo es capaz de expresar un 

tipo de antígeno flagelar en un determinado momento, sin embargo, las 

cepas de Salmonella capaces de codificar para la flagelina de tipo 1 en la 

primera fase de crecimiento y para la flagelina de tipo 2 en la siguiente, 

presentarán una ventaja adaptativa para sobrevivir a la respuesta inmune 

del hospedador; a este proceso se le conoce como variación de fase 

(Herrera-León et al., 2004; Thomson et al., 2018) 
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3) Antígenos capsulares (K): el polisacárido capsular constituye la capa más 

externa de la célula bacteriana y media su interacción directa con el medio 

ambiente. Debido a estas interacciones, los polisacáridos capsulares 

suponen un importante factor de virulencia para muchos patógenos 

bacterianos. El polisacárido capsular se encuentra principalmente en 

bacterias Gram-negativas tales como Escherichia coli, Neisseria 

meningitidis, Klebsiella pneumoniae, Haemophilus influenzae, 

Pseudomonas aeruginosa y Salmonella (Misra et al., 2015). En Salmonella 

solamente se conoce el antígeno Vi, denominado así por ser el 

determinante en la virulencia de esta bacteria. Es un polímero lineal del 

ácido α-1,4 (2-deoxi)-2-N-acetilgalacturónico, que puede estar acetilado en 

posición C3 y aparece de forma específica en tres serotipos altamente 

invasivos: S. Typhi, S. Paratyphi y S. Dublin (Virlogeux-Payant y Popoff, 

1996; Raffatellu et al., 2006).  

De esta manera, se han identificado más de 2500 serotipos, pertenecientes 

a dos especies, a S. enterica (con más de 2400 serotipos) y a S. bongori (20 

serotipos poco frecuentes) (Costa et al., 2012; Reeves et al., 1989). La 

determinación del serotipo de Salmonella es importante para evaluar la 

enfermedad, llevar a cabo el control de la infección y conseguir una adecuada 

vigilancia epidemiológica (CDC, 2011). 

Los serotipos de Salmonella pueden dividirse a su vez en fagotipos. El 

fagotipado es una técnica muy utilizada para la tipificación de Salmonella, 

mediante la cual se estudia la resistencia o sensibilidad de las cepas frente a una 

serie de bacteriófagos seleccionados, los cuales infectan y lisan las células 

bacterianas. Es complejo mantener y utilizar una colección de fagos de manera 

adecuada, por lo que las fagotipias se suelen realizar solamente en los centros 

de referencia (Demczuk et al., 2003; Petsong et al., 2019). 

El serotipado y el fagotipado han sido las técnicas tradicionalmente 

utilizadas para clasificar y diferenciar los aislamientos de Salmonella en base a 

sus características serológicas; hoy en día se emplean las técnicas de biología 

molecular, tales como: la técnica de Pulsed Field Electrophoresis (PFGE), 

MultiLocus Variable number of tandem repeats Analysis (MLVA), MultiLocus 

Enzyme Electrophoresis (MLEE) o MultiLocus Sequence Typing (MLST). Dichas 
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técnicas se basan en la amplificación específica de fragmentos de ADN y 

posterior secuenciación, y se utilizan tanto para realizar la clasificación como 

para estudiar el origen evolutivo de las cepas (Achtman et al., 2012; Ferrari et 

al., 2017). 

 
 
 
 
 
 
 

Figura 1. Estructura antigénica de 
las enterobacterias. Adaptado de 
Murray et al. (2017). 
 

1.3. Infecciones causadas por Salmonella. 

La resistencia bacteriana a los antimicrobianos que presentan los animales 

productores de alimentos puede propagarse a las personas y no sólo a través de 

rutas alimentarias, sino a través de otras rutas como el agua, la contaminación 

ambiental, o a través del contacto directo con animales. Campylobacter, 

Salmonella y algunas cepas de Escherichia coli son ejemplos de bacterias 

zoonósicas que pueden infectar a las personas a través de los alimentos. Las 

infecciones causadas por bacterias que son resistentes a los antimicrobianos 

pueden provocar fallos en el tratamiento con estos compuestos o requerir el uso 

de otros medicamentos de segunda línea. La microbiota bacteriana comensal 

también puede formar un reservorio de genes de resistencia, que pueden 

transferirse entre especies bacterianas, incluidos los organismos capaces de 

causar enfermedades tanto en los seres humanos como en los animales (EFSA-

ECDC, 2019). 

Las infecciones humanas y animales producidas por Salmonella se 

denominan salmonelosis. Salmonella es un patógeno intracelular facultativo que 

dependiendo del serotipo y del hospedador puede presentar tres maneras de 

manifestarse: la bacteria puede ser eliminada del organismo gracias al sistema 

inmune del hospedador, puede mantenerse en el organismo dando lugar a un 
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estado de portador asintomático, o bien, puede ocasionar distintos cuadros 

clínicos, como infección intestinal, septicemia y fiebre entérica (Hensel, 2004; 

Hurley et al., 2014; Khan, 2014). 

La infección tiene lugar después del consumo de alimentos o agua 

contaminados por Salmonella, cuya dosis infectiva mínima es de 105-106 ufc, 

dependiendo de la virulencia de la cepa y de las características del hospedador. 

Generalente, los síntomas aparecen entre las 6 y las 72 horas después de su 

ingesta. Los principales síntomas de la salmonelosis son: náuseas, dolor 

abdominal, somnolencia, diarrea con o sin sangre y fiebre. La mortalidad de los 

afectados por salmonelosis suele ser menor al 1%, siendo la población más 

vulnerable los ancianos, niños y personas previamente enfermas (Kurtz et al., 

2017). 

Las principales fuentes de infección alimentaria por Salmonella son el 

huevo, la carne de cerdo y la carne de pollo (EFSA-ECDC, 2015). La 

salmonelosis se transmite a otras personas o a animales a través de las heces, 

ya que la forma más habitual de transmisión es la ruta fecal-oral, donde el lugar 

inicial de infección después de la ingestión se encuentra dentro del intestino 

delgado distal (Ly y Casanova, 2007). Los seres humanos excretan bacterias 

durante el curso de la infección, la cual puede durar de varios días a semanas, y 

las personas pueden ser portadoras durante varios meses. Así, se ha 

demostrado que entre el 0,3% y el 0,6% de los pacientes con infecciones por 

Salmonella no tifoidea excretan bacterias en las heces durante más de un año 

(Gunn et al., 2014). 

En general, el tratamiento antibiótico está desaconsejado para aquellas 

salmonelosis que provocan infección intestinal por el riesgo de fomentar la 

aparición de portadores crónicos. Sin embargo, en niños, ancianos y personas 

inmunocomprometidas se puede necesitar el uso de distintos antibióticos como 

fluoroquinolonas (solo en adultos), amoxicilina-ácido clavulánico, tetraciclinas, 

cotrimoxazol, fosfomicina o cefalosporinas de tercera o cuarta generación 

(EFSA-ECDC, 2015). 
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1.4. Patogenicidad de Salmonella 

La estrategia patogénica desarrollada por S. enterica es muy compleja, 

llevándose a cabo la penetración de la barrera intestinal y la interacción con las 

células del sistema inmune, donde actúa como patógeno intracelular (Velge et 

al., 2012) 

Debido a que las células epiteliales no son intrínsecamente fagocíticas, 

Salmonella ha desarrollado un repertorio sofisticado de factores de virulencia 

que le permiten penetrar en el epitelio intestinal, desde el cual pueden 

diseminarse sistémicamente para colonizar varios órganos como el hígado y el 

bazo (Ly y Casanova, 2007). 

Podemos distinguir dos grupos de factores de virulencia: 

1) Estructuras superficiales de la bacteria: dentro de estas estructuras 

(son dianas también del sistema inmune del hospedador), se incluyen el 
lipopolisacárido (LPS), con actividad tóxica, debido fundamentalmente al lípido 

A; los flagelos, que dirigen la bacteria hacia el epitelio intestinal, mediante 

quimiotaxis, permitiéndole atravesar la espesa capa de mucina, y además 

contribuyen al proceso de inflamación; la cápsula, directamente relacionada con 

la capacidad invasiva (serotipo Typhi) y las fimbrias. El LPS, los flagelos y la 

capsula han sido descritos con anterioridad en esta Introducción.  

En cuanto a las fimbrias o “pili”, se definen como estructuras superficiales 

filamentosas de naturaleza proteica, producidas tanto en bacterias Gram-

negativas como Gram-positivas, las cuales contribuyen a la colonización de la 

bacteria mediante la adhesión y la unión de receptores específicos del 

hospedador durante la primera etapa de la invasión (Chahales y Thanassi, 2015; 

Collinson et al., 1996; Werneburg y Thanassi, 2018). Los análisis fenotípicos y 

genómicos han identificado 39 supuestos operones fimbriales en Salmonella, de 

los cuales el operón agf se encuentra entre los aislamientos de S. enterica y S. 

bongori, y codifica las fimbrias curli agregantes que favorecen la adhesión e 

invasión bacteriana (Cheng et al., 2019). Muchos de estos operones  son 

inducidos in vivo y se requieren tanto para la formación de biofilms (Azimi et al., 

2020; Hurtado-Escobar et al., 2019) como para el ataque a células hospedadoras 

(anfitrionas) y la colonización, pero no para la supervivencia en el interior celular 
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(Foley et al., 2013; Van Asten y Van Dijk, 2005a). Destacan las fimbrias de tipo 

1 o Fim (operón fim); las denominadas “long polar fimbriae” o Lpf (operón lpf); 

fimbrias “thin aggregative fimbriae” (Tafi), dentro de las cuales tenemos las 

fimbrias agf y sef (operones agf) y las fimbrias asociadas a plásmidos o PEF 

(operón pef) (Baumler y Heffron, 1995; Collinson et al., 1996; Foley et al., 2013). 

Cada uno de los operones fimbriales contienen múltiples genes, 

normalmente entre 8 y 11 genes, los cuales codifican para la estructura y el 

ensamblaje de las fimbrinas (proteínas de las fimbrias) (Clouthler et al., 1994; 

Foley et al., 2013). 

Estos tipos de fimbrias no están presentes en todos los serotipos de 

Salmonella. Por ejemplo, los operones lpf y pef se encuentran en S. Typhimurium 

pero no han sido descritos en serotipos relacionados ni tampoco en otro tipo de 

enterobacterias (Baumler y Heffron, 1995). Los operones agf y sef codifican para 

la fimbria SEF17 en S. Enteritidis (Aziz et al., 2018; Thorns et al., 1996; White et 

al., 2003). Algunos autores indican que estas fimbrias pueden estar implicadas 

en la patogenia de S. Enteritidis, aunque en este sentido hay muchos estudios 

contradictorios. 

Las fimbrias SEF14 se expresan en S. Enteritidis, S. Dublin y en los 

serotipos S. Berta y S. Gallinarum asociados a las aves de corral, donde parecen 

tener importancia para la adhesión a los tejidos del tracto reproductivo. Las 

fimbrias tipo I contribuyen a la colonización de cerdos por Salmonella, mientras 

que las 13 subunidades fimbriales principales de S. Enteritidis PT4, favorecen la 

adherencia de las bacterias y la colonización del intestino de pollo (Foley et al., 

2013). 

La gran variabilidad proteica y la diversificación en cuanto a estructura y 

composición que se ha observado entre los distintos tipos de fimbrias van a 

permitir a Salmonella evadir de manera más fácil las defensas del hospedador 

(Werneburg y Thanassi, 2018; Yue et al., 2012). 

2) Genes de virulencia: están localizados en el cromosoma o en plásmidos. 

Estos genes pueden estar en agrupaciones mayores llamadas islas de 
patogenicidad (SPI) o también libres o formando parte de pequeñas 

agrupaciones llamadas islotes (Desvaux et al., 2020; Schmidt y Hensel, 2004). 
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1.4.1. Islas de patogenicidad. 

En Salmonella  se han identificado 24 islas de patogenicidad, las cuales 

han sido adquiridas horizontalmente y codifican genes que facilitan varios 

mecanismos de virulencia, entre los que se incluyen (a) la expresión de sistemas 

de secreción, fimbrias, flagelos y cápsulas, (b) conversión de serotipos y (c) 

colonización y supervivencia dentro del hospedador (Cheng et al., 2019; Van 

Asten y Van Dijk, 2005). La estrategia patogénica de S. enterica incluye la 

penetración de la barrera intestinal y la interacción con células del sistema 

inmune donde actúa como parásito intracelular. Generalmente, la bacteria 

penetra en el hospedador vía digestiva a través de alimentos o agua 

contaminados (Khan, 2014).  

Tras la ingestión de Salmonella, las bacterias alcanzan el estómago donde 

se enfrentan a los jugos gástricos y a un pH muy ácido, lo cual da lugar a una 

respuesta de supervivencia de tolerancia a los ácidos, lo que va a generar 

cambios fisiológicos, permitiendo la supervivencia de una pequeña población. 

Aquellas bacterias capaces de sobrevivir a estas condiciones, así como a otros 

mecanismos defensivos propios de nuestro organismo, pueden llegar a colonizar 

el íleon y/o el colon e invadir el epitelio. Esta invasión puede ser pasiva (realizada 

por células dendríticas que emiten pseudópodos) o bien activa (mediante la 

unión a receptores específicos de la superficie de la célula hospedadora, seguida 

de una internalización). La invasión activa requiere que Salmonella inyecte sobre 

la célula hospedadora unas proteínas efectoras, utilizando un sistema de 

secreción de tipo III (STT3) codificado en la Isla de Patogenicidad de Salmonella 

de tipo I (SPI-1) (Khan, 2014; Ly y Casanova, 2007; McGhie et al., 2009). 

Una vez en el interior de la célula, Salmonella es capturada por células 

fagocíticas (macrófagos) que transportan la bacteria hacia el sistema linfático y 

pueden facilitar su dispersión hacia el hígado, bazo o nódulos linfáticos. La 

persistencia de la bacteria en el interior de este tipo de células se debe a que 

Salmonella es capaz de crear una vacuola, conocida como “Vacuola de 

Contención de Salmonella” (SCV) que permite su supervivencia y replicación en 

el interior de los macrófagos. Esta etapa requiere la expresión de otro sistema 

de secreción de tipo III, codificado en la Isla de Patogenicidad de tipo 2 (SPI-2), 

y que permite la secreción de efectores de virulencia desde la vacuola al 



Introducción y Antecedentes 

12 
 

citoplasma celular del hospedador. Aunque se sabe que Salmonella puede 

provocar en este estadio una segregación de citoquinas que median en la 

inflamación epitelial (provocando el fenómeno de diarreas) e incluso una 

apoptosis de las células que las contienen, hasta el momento no quedan claros 

los mecanismos por los cuales la bacteria abandona la célula hospedadora y 

continúa infectando a otras células (Knuff-Janzen et al., 2020; Ly y Casanova, 

2007; McGhie et al., 2009).  

La capacidad de Salmonella para llevar a cabo un eficiente proceso de 

colonización es atribuida a un clúster de genes, como las Islas de Patogenicidad 

(SPI), los cuales codifican para factores de virulencia que se distribuyen en el 

genoma de Salmonella (Foley et al., 2008; Jajere, 2019). Se cree que estas 

agrupaciones de genes han sido adquiridas por Salmonella a partir de otras 

especies bacterianas mediante transferencia horizontal debido a que se 

encuentran flanqueadas por genes que codifican RNAt. Además, están 

asociadas a elementos genéticos móviles, lo que habría provocado un 

incremento en la patogenicidad de esta bacteria a lo largo de la evolución 

(Hensel, 2004; Van Asten y Van Dijk, 2005; Kim et al., 2019). 

Las islas de patogenicidad a menudo incluyen elementos móviles (o 

fragmentos de los mismos), tales como bacteriófagos, plásmidos y secuencias 

de inserción. Estos elementos móviles juegan un papel importante en la 

recombinación, dando como resultado reordenamientos genéticos, inserciones, 

deleciones y, por lo tanto, variación en las islas de patogenicidad (Desvaux et 

al., 2020). 

Se han descrito varias islas de patogenicidad en Salmonella, algunas de 

las cuales están presentes en todas las células del género Salmonella, mientras 

que otras tan solo se han detectado en algunos serotipos (Hensel, 2004), siendo 

la SPI-1 y la SPI-2 las que mejor caracterizadas están tanto genotípica como 

fenotípicamente (Cheng et al., 2019). A continuación, se detallan algunas de 

ellas (Figura 2):    

1) Isla de patogenicidad de tipo 1 (SPI-1): es una inserción de 40 kb en 

el cromosoma bacteriano. Esta isla es imprescindible en la invasión de 

las células epiteliales, ya que codifica un sistema de secreción de tipo III 

(SST3) que media en el transporte al interior de la célula intestinal de 
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proteínas efectoras necesarias para la invasión de las células 

hospedadoras. Es ubicua entre todas las especies y subespecies de 

Salmonella, por lo que se cree que fue adquirida en un proceso temprano 

de la evolución de Salmonella (Cheng et al., 2019; Hensel, 2004; Lou et 

al., 2019).  

2) Isla de patogenicidad de tipo 2 (SPI-2): esta isla, de un tamaño 

también de 40 kb, está compuesta por dos fragmentos que fueron 

adquiridos independientemente. Uno de 25 kb, el cual sólo se 

encuentra en S. enterica y codifica un SST3 y otro, de 15 kb, que 

aporta genes que no son necesarios para la función del SST3. Esta 

isla tiene como función favorecer la supervivencia de la bacteria en el 

interior de células epiteliales y macrófagos, por lo que es 

indispensable para causar infecciones sistémicas y permitir la 

multiplicación de la bacteria en el órgano hospedador (Fookes et al., 

2011; Hensel, 2004; Marcus et al., 2000; Martínez, 2007).  

3) Isla de patogenicidad de tipo 3 (SPI-3): es una inserción de tamaño 

variable (17-36 kb). Esta isla, distribuida en las especies S. bongori y 

S. enterica, muestra en el operón mgtCB, un sistema de alta afinidad 

por el ión Mg2+, que permite a la bacteria adaptarse a las limitaciones 

nutricionales del hábitat intracelular. Existen variaciones estructurales 

en la zona adyacente a selC, donde se han encontrado tanto 

inserciones como deleciones, sugiriendo éste como una posible zona 

de integración de DNA exógeno (Hensel, 2004; Marcus et al., 2000). 

Esta isla está implicada tanto en la supervivencia intracelular como en 

la colonización intestinal (Cheng et al., 2019; Kaur y Jain, 2012).  

4) Isla de patogenicidad de tipo 4 (SPI-4): su tamaño es de 25 kb. Es 

una estructura mosaico formada a partir de múltiples procesos de 

captación de DNA exógeno. Se cree que puede portar un sistema de 

secreción de tipo 1 (SST1) implicado en la liberación de toxinas 

(Hensel, 2004; Marcus et al., 2000). Algunos autores destacan su 

implicación en la adhesión e invasión epitelial, y en la virulencia en 

ratones y vacas y se han localizado en algunas subespecies de S. 

enterica y en S. bongori (Fookes et al., 2011). 



Introducción y Antecedentes 

14 
 

5) Isla de patogenicidad de tipo 5 (SPI-5): es un locus de tamaño 

variable (11-44 kb). Esta isla codifica algunas proteínas efectoras 

como SopB, PipA, PipB o PipC que son traslocadas a través de los 

sistemas de secreción SPI-1-SST3 y SPI-2-SST-3. La región 

correspondiente a los genes sopB y pipC se encuentra altamente 

conservada y presente tanto en S. bongori como en S. enterica; sin 

embargo, la región pipAB está ausente tanto en S. bongori como en 

S. enterica subsp. salamae. Es posible que ambas regiones hayan 

sido adquiridas de manera independiente (Hensel, 2004; Schmidt y 

Hensel, 2004). Algunos autores han descrito su implicación en la 

colonización en pollos, dando lugar al desarrollo de la salmonelosis 

entérica mediante la invasión epitelial (Cao et al., 2014; Cheng et al., 

2019). 

6) Otras Islas de patogenicidad: entre el resto de islas de 

patogenicidad descritas, destacan, por su implicación en procesos de 

colonización y virulencia en pollos, la SPI-6, SPI-10, SPI-13, SPI-14 y 

SPI-19 (Cheng et al., 2019). La mayoría de las islas de patogenicidad 

se encuentran muy conservadas en el género Salmonella y parecen 

haber sido adquiridas mediante procesos de transferencia horizontal 

seguidos de reorganizaciones en la estructura. Los procesos de 

transferencia horizontal junto con la presencia de plásmidos que 

codifican factores de virulencia dan lugar a un mecanismo de 

dispersión de factores de resistencia y de virulencia.   

7) Islotes de patogenicidad y genes sueltos. No todos los genes de 

virulencia que necesita Salmonella se encuentran agrupados en islas 

de patogenicidad, sino que existe una amplia variedad de ellos que se 

localizan en pequeños loci denominados islotes. Su contenido en GC, 

al igual que el de las islas de patogenicidad, también es menor, por lo 

que se cree que también fueron adquiridos a través de procesos de 

transferencia horizontal (Groisman et al., 1999). 
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Figura 2. Esquema de una isla genómica bacteriana (Adaptada de Hacker y 
Carniel, 2001).  
Abreviaturas: int, gen integrasa; abc, def y ghi, genes que codifican funciones 

específicas; IS, elemento de secuencia de inserción: DR (RD, repeticiones directas). 

 

1.4.2. Plásmidos de virulencia. 
Los plásmidos de virulencia son estructuras en las cuales podemos 

encontrar genes codificantes de proteínas involucradas en el proceso infectivo 

de Salmonella. Hasta el momento se han encontrado en determinados serotipos, 

todos ellos pertenecientes a S. enterica subsp. enterica, de tamaño y contenido 

genético variable, aunque existen regiones más o menos comunes en todos los 

tipos de plásmidos (Rychlik et al., 2006; Silva et al., 2017; Van Asten y Van Dijk, 

2005). Además, el transporte del plásmido no es ubicuo entre todos los 

aislamientos de un serovar determinado, y las células que llevan el plásmido 

generalmente exhiben una mayor virulencia. El mediador de este aumento de 

virulencia es el operón spvRABCD, cuyos efectores alteran el citoesqueleto de 

la célula hospedadora para mejorar la supervivencia bacteriana (Cheng et al., 

2019). 

Existen plásmidos denominados “híbridos”, que albergan tanto genes de 

virulencia como genes de resistencia a los antibióticos, los cuales suponen un 

grave problema en la diseminación conjunta de este tipo de factores mediante 

transferencia horizontal (Guerra et al., 2002; Partridge et al., 2018; Santos et al., 

2020).  
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2. Carne y preparados cárnicos  
2.1. Principales definiciones 

A continuación, se incluyen algunas de las definiciones de mayor interés 

relacionadas con la carne y productos cárnicos (Reglamento (CE) Nº 853/2004, 

DOUE nº 139 –de 30-04-2004-) así como varias definiciones de interés en 

relación con las canales y cortes de las aves de corral (Reglamento (CE) Nº 

543/2008, DOUE nº L157, -de 17-06-2008-). 

• Canal: cuerpo de un animal una vez sacrificado y faenado.  

• Carne fresca: carne que no se ha sometido a procesos de conservación 

distintos de la refrigeración, la congelación o la ultracongelación, incluida la 

envasada al vacío o en atmósfera controlada. 

• Despojos: carne fresca que no sea de la canal, incluidas las vísceras y la 

sangre.  

• Carne picada: carne deshuesada que ha sido sometida a una operación 

de picado en trozos y que contiene menos de 1 % de sal. 

• Carne separada mecánicamente: el producto obtenido extrayendo la 

carne de los huesos carnosos después del deshuesado, o de las canales de las 

aves, por medios mecánicos que ocasionan la pérdida o alteración de la 

estructura de la fibra muscular. 

• Derivados cárnicos: productos alimenticios preparados total o 

parcialmente con carnes o menudencias de los animales citadas en el punto 1.1 

del anexo I del Reglamento (CE) Nº 853/2004 del Parlamento Europeo y del 

Consejo de 29 de abril de 2004 (por el que se establecen normas específicas de 

higiene de los alimentos de alimentos de origen animal) y sometidos a 

operaciones específicas antes de su puesta al consumo. Serán preparados o 

productos cárnicos según lo establecido en la normativa comunitaria de 

aplicación. 

• Preparados de carne: carne fresca, incluida la troceada, a la que se han 

añadido productos alimenticios, condimentos o aditivos, o que se ha sometido a 

transformaciones que no alteran la estructura interna de la fibra muscular ni, por 

lo tanto, eliminan las características de la carne fresca. Es un producto con cierto 
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grado de elaboración pero que, aun así, mantiene un aspecto similar a la carne 

fresca. 

 

2.2. Principales definiciones en aves de corral domésticas 

(Gallus domesticus). 
• Pollo (de carne): ave de corral en la que la extremidad del esternón es 

flexible (no osificada).  

• Gallo y gallina: aves de corral en las que la extremidad del esternón es 

rígida (osificada).  

• Capón: pollo macho castrado quirúrgicamente antes de haber alcanzado 

la madurez sexual y sacrificado a una edad mínima de 140 días; una vez 

castrados, los capones deberán pasar un período mínimo de engorde de 77 días.  

• Pollito: pollo de peso inferior a 650 gramos de peso canal (expresado sin 

menudillos, cabeza ni patas). Los pollos de 650 a 750 gramos podrán 

denominarse «pollitos» si su edad en el momento del sacrificio no excede de 28 

días. 

• Gallo joven: pollo macho de estirpe ponedora en el que la extremidad del 

esternón es rígida pero no completamente osificada y cuya edad mínima de 

sacrificio es de 90 días. 

 En la carne de estos animales los principales tipos de cortes realizados 

serían los que se enumeran a continuación: 

• Medio: media canal, obtenida por corte longitudinal siguiendo el plano de 

simetría que pasa por el esternón y la columna vertebral.  

• Cuarto: cuarto trasero o delantero obtenido por corte transversal de un 

medio.  

• Cuartos traseros unidos: ambos cuartos traseros unidos por una porción 

de lomo.  

• Pechuga: el esternón y las costillas, o parte de éstas, distribuidas a ambos 

lados del mismo, con la musculatura que los envuelve, tanto si la pechuga se 

presenta entera o partida por la mitad. 
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• Muslo y contramuslo: el fémur, la tibia y el peroné con la musculatura 

que los envuelve. Los dos cortes se harán por las articulaciones.  

• Cuarto trasero de pollo: la porción de espalda que no sobrepase el 25% 

del peso del corte.  

2.3. Producción de carne 

La producción de carne en el mundo ha experimentado un crecimiento 

moderado en los últimos años. Asia destaca como mayor productor de carne, 

seguido de América y Europa, siendo África un productor más moderado que los 

continentes anteriormente citados. En la Tabla 1 se puede observar la 

producción de carne a nivel mundial durante el período 2009-2016 (FAOSTAT, 

2018).  

 

Tabla 1. Producción de carne en el mundo (FAOSTAT, 2018). 
     

AÑOS 
   

 
PRODUCCIÓN EUROPEA 
(MILLONES DE TONELADAS) 
 

 
2009 

 
2010 

 
2011 

 
2012 

 
2013 

 
2014 

 
2015 

 
2016 

CARNE DE AVES DE CORRAL 94,75 99,27 103,26 106,97 110,40 113,30 116,41 120,30 

CARNE DE POLLO 83,030 87,206 90,876 94,083 97,600 100,670 103,801 107,143 

CARNE DE PORCINO 106,15 108,97 109,63 113,13 115,11 117,26 117,88 118,17 

CARNE DE VACUNO 62,88 63,13 62,96 63,58 64,74 65,28 64,96 65,97 

CARNE DE OVINO-CAPRINO 13,48 13,53 13,60 13,80 14,15 14,53 14,79 14,93 

CARNE TOTAL 286,58 294,60 299,39 307,43 314,46 320,52 324,36 329,89 

 

Los principales productores de carne en el ámbito mundial son China, 

EE.UU., Brasil y Alemania. Por lo que respecta a las especies, la carne de aves 

de corral, con 120 millones de toneladas, es la que ocupa el primer lugar, siendo 

los principales productores EE.UU. (17,9% de la producción mundial), China 

(15%), Rusia (3,4%) e India (2,8%). La Unión Europea en conjunto representa el 

17,2% de la producción mundial, teniendo España una producción del 1,18%. 

Dentro de las carnes de ave de corral destaca la producción de carne de pollo, 

con una producción de 107 millones de toneladas, lo que supone un 89,1% 

dentro de la producción de aves de corral y un 32,5% dentro de la producción 
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total de carne, como puede observarse en las Figuras 3-5. Los principales 

productores de carne de pollo a nivel mundial son EE.UU. (17,5%), Brasil (13%), 

China (12%) y Rusia (4%). Se debe destacar que, aunque el primer productor es 

EE.UU., el mercado mundial está dominado por Brasil, que destina mayor 

cantidad de producto a la exportación. La Unión Europea representa el 11,1% de 

la producción mundial de carne de pollo, teniendo España una producción del 

1,6%. Es de destacar la producción de carne de porcino, con 118,17 millones de 

toneladas en 2016, siendo los principales productores China (45,8% de la 

producción mundial), EE.UU. (9,6%), Alemania (4,7%) y España (3,3%) (datos 

del año 2016; FAOSTAT, 2018). Desde el año 2013 hasta la actualidad la 

producción de carne a nivel mundial ha cambiado ya que, en dicho año, en el 

análisis por especies realizado, la carne de cerdo destacaba en primer lugar con 

una producción de 115 millones de toneladas, estando la producción de carne 

de aves de corral en segundo lugar con una producción de 110 millones de 

toneladas (datos del año 2013; FAOSTAT, 2015; MAPA, 2020).  

La evolución de la producción de carne de pollo a nivel mundial puede 

observarse en la Figura 3, en la que se refleja el porcentaje promedio del periodo 

1993-2016. Por continentes, destaca como mayor productor de este tipo de 

carne América, con una producción del 32,2%, seguida de Asia, con un 

porcentaje del 23,4%, el tercer lugar lo ocupa Europa con un 12,1%, el cuarto 

África, con un 3,6% y, por último, Oceanía, con una producción del 0,9%. 
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Figura 3. Proporción de producción de carne de pollo por región. Promedio 1993 
– 2016 (FAOSTAT, 2018). 

 

La producción de carne en Europa ha aumentado en los últimos años 

(periodo 2009-2016), como puede observarse en la Tabla 2, hasta alcanzar los 

47 millones de toneladas en el año 2016. El primer lugar lo ocupa la carne de 

cerdo con una producción de 23 millones de toneladas, seguido de la carne de 

pollo con 12 millones de toneladas, lo que supone un 85,2% dentro de la 

producción de aves de corral y un 25,1% dentro de la producción total de carne, 

como puede observarse en las Figuras 4 y 5. Dentro de la Unión Europea 

destaca Polonia como primer productor de carne de pollo con un 16,7% de la 

producción, seguido del Reino Unido con una producción del 13,4%. Con un 

10,3% de la producción total de carne de pollo España es el tercer productor 

europeo, por detrás de Polonia y del Reino Unido. 
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Tabla 2. Producción de carne en la Unión Europea (FAOSTAT, 2018). 
     

AÑOS 
   

PRODUCCIÓN EUROPEA 
(MILLONES DE TONELADAS) 
 

 
2009 

 
2010 

 
2011 

 
2012 

 
2013 

 
2014 

 
2015 

 
2016 

CARNE DE AVES DE CORRAL 11,67 12,07 12,34 12,84 12,89 13,50 13,93 14,51 

CARNE DE POLLO 9,40 9,67 9,90 10,31 10,48 11,03 11,42 11,92 

CARNE DE PORCINO 22,32 22,98 23,26 22,84 22,53 22,61 23,47 23,62 

CARNE DE VACUNO 7,98 8,15 8,05 7,71 7,40 7,45 7,69 7,88 

CARNE DE OVINO-CAPRINO 1,04 1,00 1,01 0,98 0,97 0,91 0,91 0,88 

CARNE TOTAL 43,62 44,81 45,28 45,00 44,40 45,09 46,58 47,47 

 

 

 

Figura 4. Porcentaje de carne de pollo dentro del total de carne de aves de corral 
a nivel mundial, en la UE y en España (FAOSTAT 2018). 
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Figura 5. Porcentaje de producción de carne de pollo dentro del total de la carne 
producida a nivel mundial, en la UE y en España (FAOSTAT, 2018). 

 

 

En España la producción de carne de ganado porcino es la primera 

actividad cárnica (Tabla 3) y representa el 63,8% de la producción total de carne 

en el año 2016. España se consolida en estos últimos años como el cuarto mayor 

productor de carne de porcino del mundo y primer productor dentro de la Unión 

Europea, con una producción del 16,71%.  

 

Tabla 3. Producción de carne en España (FAOSTAT, 2018). 
     

AÑOS 
   

PRODUCCIÓN ESPAÑA 
(MILLONES DE TONELADAS) 
 

 
2009 

 
2010 

 
2011 

 
2012 

 
2013 

 
2014 

 
2015 

 
2016 

CARNE DE AVES DE 
CORRAL 

1,21 1,25 1,36 1,37 1,28 1,37 1,37 1,43 

CARNE DE POLLO 1,18 1,12 1,21 1,19 1,12 1,21 1,20 1,23 

CARNE DE PORCINO 3,29 3,37 3,47 3,47 3,43 3,56 3,85 3,95 

CARNE DE VACUNO 0,60 0,61 0,60 0,59 0,58 0,59 0,63 0,63 

CARNE DE OVINO-CAPRINO 0,13 0,14 0,14 0,13 0,13 0,12 0,12 0,12 

CARNE TOTAL 5,31 5,44 5,66 5,65 5,50 5,72 6,06 6,20 
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La segunda actividad cárnica mayoritaria en España es la carne de aves 

de corral, con una producción de 1,43 millones de toneladas, dentro de ellas la 

producción de carne de pollo supone un 82,2% de la producción de aves de 

corral y un 25,1% de la producción total de carne, como puede observarse en las 

Figuras 4 y 5 (FAOSTAT, 2018). 

La mayor parte de la producción de carne de pollo se concentra en cuatro 

comunidades autónomas: Cataluña, con el 28,7% del total nacional, Comunidad 

Valenciana, con un 16,9% del total, Andalucía, con un 15,8%, y Galicia, con un 

13,1%.  

La evolución productiva de la carne de pollo tiende a la estabilización en 

torno al millón de toneladas, con un ligero déficit de abastecimiento que se cubre, 

fundamentalmente, con importaciones procedentes de los países del entorno 

comunitario (MAPA, 2020). 

La carne de vacuno ocuparía el tercer lugar con el 10% de la producción 

nacional seguida por la carne de ovino-caprino, con una producción del 1,2%. 

Estos tipos de carne han sufrido una tendencia descendente en los últimos años 

(datos del año 2016; FAOSTAT, 2018). 

 

2.4. Consumo de carne 

La carne y los productos cárnicos contribuyen significativamente a la 

ingesta de energía, proteínas e importantes micronutrientes, al menos cuando 

se consumen con frecuencia, aunque el consumo de los alimentos derivados de 

animales es muy variable, tanto entre poblaciones como dentro de las mismas 

(De Smet y Vossen, 2016; McAfee et al., 2010; Millward y Garnett, 2010). El 

consumo per cápita de carne en España se sitúa en 50,13 kilos por persona y 

año. Desde el año 2012 se ha producido una disminución constante en la 

demanda de carne, siendo la carne fresca (incluye: carne de vacuno, carne de 

pollo, carne de ovino / caprino, carne de cerdo, carne de conejo, otras carnes 

frescas) la principal responsable de esta disminución (MAPA, 2020). 

Desde el año 2012 la carne de pollo y de vacuno son las que más han visto 

reducido su consumo, aunque el del resto de tipos de carne también ha 
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disminuido en este periodo. El consumo per cápita de carne fresca durante el 

año 2016 fue de 37,11 kilos por persona y año, permaneciendo estable respecto 

a 2015 (FAOSTAT, 2018; MAPA, 2020). 

Mientras que el consumo de carne per cápita en los países desarrollados 

es alto, aproximadamente 76 kg por persona y año, en los países en desarrollo 

el consumo de carne per cápita es de aproximadamente 33 kg/persona y año. 

Se estima que la demanda de los alimentos derivados de animales y la carne en 

particular tendrá en las próximas décadas una tendencia creciente, sobre todo 

en los países en vías de desarrollo, mientras que en los países desarrollados el 

consumo de carne podría estancarse o incluso disminuir (De Smet y Vossen, 

2016; FAO, 2009). El crecimiento demográfico constante y el aumento de los 

ingresos generan una mayor demanda de carne, pero al mismo tiempo dejan un 

espacio limitado para la expansión de la producción pecuaria. En consecuencia, 

hacer el máximo uso de los recursos alimentarios existentes es cada vez más 

importante. La carne de aves de corral está cobrando cada día mayor 

importancia para satisfacer esta demanda (FAO, 2014). 

 

2.5. Calidad de la carne de pollo 

La producción a nivel industrial de aves de corral es diversa; hay varios 

sistemas básicos de producción: canales y subproductos, huevos de mesa y 

ovoproductos. Se utilizan varias especies para la producción industrial, en 

función del producto final que se desea obtener. En España destacan, por su 

importancia, los pollos de engorde de la especie Gallus gallus (Farrell, 2013). 

Dicha producción se basa en la selección de líneas puras en base a 

criterios de producción específicos como productividad, calidad y resistencia a 

las enfermedades, que varían en función del tipo de producción (Vaarst et al., 

2015). 

 

2.5.1. Composición nutricional de la carne de pollo 

La carne de aves de corral comprende una porción sustancial de la dieta 

española. De hecho, el consumo de aves de corral ha aumentado de manera 
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constante, siendo más elevado su consumo que el de la carne de vacuno 

(FAOSTAT, 2018).  Este aumento en el consumo se puede atribuir a la buena 

aptitud tecnológica que presentan estos tipos de carne, lo cual permite la 

elaboración de productos cárnicos diversos. Además, su bajo contenido en grasa 

(si se consume sin piel) y su fácil digestibilidad convierten al pollo en un alimento 

apto para cualquier tipo de dieta de adelgazamiento o dirigida a ancianos y niños 

(Bohrer, 2017). 

La carne de pollo tiene como componente mayoritario, en un 70%, 

aproximadamente, al agua; además se considera una fuente de proteínas de alta 

calidad debido a su contenido en aminoácidos esenciales. Puede considerarse 

una carne magra, sobre todo cuando se consume sin piel, donde reside una parte 

importante de la grasa. Es una carne blanda y de muy buena digestibilidad, 

presenta un perfil lipídico más saludable que el de otros tipos de carne, por 

contener una mayor proporción de ácidos grasos insaturados frente a los 

saturados. Además, es una excelente fuente de varios minerales y vitaminas 

(ácido fólico, B12) y no contiene hidratos de carbono. Asimismo, posee elevadas 

cantidades de hierro y de zinc, aunque su contenido es menor que en el caso de 

la carne roja (Milićević et al., 2014; Pereira y Vicente, 2013). Las actuales 

recomendaciones nutricionales aconsejan el consumo de 3 a 4 raciones a la 

semana de carnes magras, alternando el consumo entre distintos tipos, entre los 

que está el pollo. 

A pesar de que su consumo ha aumentado en los últimos años, la 

presencia de microorganismos patógenos y alterantes en este tipo de carne 

sigue siendo un motivo de preocupación desde el punto de vista de la Seguridad 

Alimentaria. 

2.5.1. Carne de pollo y seguridad alimentaria. Epidemiología 

Los brotes alimentarios más frecuentes relacionados con la carne de pollo 

se producen por la acción de varios microorganismos patógenos, entre los que 

se encuentran Salmonella, Campylobacter y Listeria monocytogenes. Las 

poblaciones bacterianas en las canales de pollo están determinadas por la 

microbiota del tracto gastrointestinal de las aves en la granja, así como de las 
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bacterias que se agregan cuando se maneja el ave durante su sacrificio y 

procesado (Heredia y García, 2018; Thames y Sukumaran, 2020).  

En 2018 los Estados Miembros de la Unión Europea notificaron 91.857 

casos confirmados de salmonelosis. La tasa de notificación de la UE estaba en 

el mismo nivel que en los últimos cinco años. Durante el período 2012-2016 no 

se ha podido demostrar una tendencia clara en la evolución de los casos de 

salmonelosis humana (siete Estados Miembros informaron de una tendencia 

creciente y cuatro de una tendencia decreciente). En la Figura 6 se muestra la 

evolución del número de casos de salmonelosis en España según datos del 

Sistema de Información Microbiológica (SIM). 

 
Figura 6. Evolución de los casos de Salmonella notificados al Sistema de 
Información Microbiológica (SIM, 2016). 
 

Los cinco serotipos notificados con mayor frecuencia en casos de 

salmonelosis humana en la Unión Europea durante 2016 fueron S. Enteritidis, S. 

Typhimurium, S. Typhimurium variante monofásica 1,4,[5],12:i:-, S. Infantis y S. 

Newport (Figura 7). 
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Figura 7. Distribución global de los cinco serovares principales asociados con la 
enfermedad clínica humana. Los gráficos de barras representan los 5 principales 
serovares no tifoideos (NTS, es decir, el serovar S. Typhi fue excluido) (Cheng et 

al., 2019). 

 

Los casos de S. Enteritidis se asociaron mayoritariamente con gallinas 

ponedoras, pollos de engorde y carne de pollo de engorde. S. Typhimurium se 

detectó en mayor proporción en cerdos y carne de cerdo y en menor medida en 

carne y aves de corral. Los casos provocados por la variante monofásica de S. 

Typhimurium se mantuvieron estables y se asociaron principalmente al cerdo y 

su carne. 

Los casos de salmonelosis humana provocados por S. Infantis, el cuarto 

serovar más común en humanos, también se mantuvieron estables. Se detectó 

principalmente a lo largo de la cadena de producción de pavos y pollos de 

engorde. Este serovar representa un importante problema de Salud Pública 

debido a sus altos niveles de resistencia a múltiples fármacos. S. Newport, el 

quinto serovar más frecuente entre los casos de infecciones humanas dentro de 

la Unión Europea, fue mayoritariamente aislado en pavos, carne de pavo y 

bovino. 
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Los datos de monitorización de 2016 relacionados con el cumplimiento de 

los alimentos con los criterios de seguridad alimentaria de Salmonella mostraron 

que, como en los años anteriores, se informó el nivel más alto de incumplimiento 

para determinadas categorías de carne destinadas a ser consumidas cocinadas 

(carne separada mecánicamente, carne picada y preparados y productos 

cárnicos de aves de corral). 

El control de Salmonella en los alimentos se basa principalmente en datos 

que se derivan de la notificación obligatoria de los estados miembros según el 

Reglamento 2073/2005 de la UE sobre criterios microbiológicos que es de 

aplicación desde el 1 de enero de 2006 (DOUE nº L338, 22-12-2005). En general, 

los datos recogidos por la EFSA para el cumplimiento de los criterios 

microbiológicos de Salmonella permiten hacer resúmenes descriptivos a nivel de 

la Unión Europea, y también permiten la monitorización de las tendencias de la 

Unión Europea (EFSA-ECDC, 2017). 

Aunque los resultados de los estudios tanto europeos como nacionales 

indican la efectividad de las medidas de control de Salmonella, este patógeno 

continúa siendo una de las causas principales de enfermedades 

gastrointestinales de transmisión alimentaria, además de observarse que no 

todos los serotipos responden igual que S. Enteritidis ante las medidas de 

control. Es necesaria una continua vigilancia y estudio de los diferentes serotipos 

de Salmonella, así como la búsqueda de nuevas estrategias que permitan un 

mejor control de estas infecciones. 

 

3. Antimicrobianos usados en la industria alimentaria 
La disponibilidad y el uso de antimicrobianos en la Industria Alimentaria son 

fundamentales para la salud y la productividad, ya que estos compuestos se 

emplean con el fin de mejorar la eficiencia de los sistemas y de garantizar la 

calidad y seguridad de los productos, evitando así la aparición de enfermedades 

de origen alimentario, al contribuir a la seguridad alimentaria y el bienestar 

animal. No obstante, existe una creciente preocupación a nivel mundial por la 

aparición de resistencias a los antimicrobianos, debido a que pueden disminuir 
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o invalidar los beneficios que dichos compuestos producen (OMS, 2016; 

Rodríguez-Sauceda, 2011). 

Los antimicrobianos alimentarios son compuestos químicos que retardan el 

crecimiento o causan la muerte de los microorganismos, aumentando así tanto 

la vida útil del producto como su seguridad. Los blancos principales de los 

agentes antimicrobianos son los microorganismos productores de intoxicaciones 

e infecciones alimentarias y los microorganismos alterantes de los alimentos, 

cuyos productos metabólicos finales o enzimas causan malos olores, sabores 

desagradables, problemas de textura, cambios de coloración o riesgo sanitario 

(Davidson et al., 2015). 

El concepto de antimicrobiano se usa ampliamente y se utiliza de manera 

general para hacer referencia al conjunto de agentes o sustancias que ejercen 

su acción frente a los microorganismos, podemos clasificarlos en: antibióticos, 

fungicidas y biocidas. 

En la Tabla 4 se muestran los principales compuestos antimicrobianos 

empleados en la Industria Agroalimentaria. 

3.1. Compuestos biocidas 

El término biocida se refiere, en términos generales, a todos los productos 

químicos (desinfectantes y antisépticos, fungicidas, alguicidas, raticidas e 

insecticidas), y agentes físicos biológicos (bacteriófagos y bacterias) que se 

utilizan para inactivar organismos patógenos (Paul et al., 2019). Los biocidas se 

han utilizado de manera empírica durante siglos de diversas formas, como, por 

ejemplo, el uso de recipientes de cobre y plata para el almacenamiento de agua 

potable, o de vinagre, sal y especias para conservar el pescado y la carne. Hoy 

en día existe una amplia gama de compuestos que muestran diferentes niveles 

de actividad (Russell, 2002) y se han vuelto muy populares en el control no 

específico de microorganismos en una variedad amplia de condiciones 

ambientales, que van desde la Industria Alimentaria hasta el saneamiento, lo 

cual ha generado mucha preocupación sobre el uso extensivo de biocidas, ya 

que la adaptación bacteriana tras la exposición a biocidas puede aumentar la 

resistencia a los antibióticos (Fernández Márquez et al., 2017; Ortega Morente 

et al., 2013). 
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3.1.1. Definición e Importancia 

Los biocidas se definen como sustancias activas y preparados que 

contienen una o más sustancias activas, presentados en la forma en que son 

suministrados al usuario, destinados a destruir, contrarrestar, neutralizar, impedir 

la acción o ejercer un control de otro tipo sobre cualquier organismo nocivo por 

medios físicos, químicos o biológicos.  

3.1.2. Biocidas de uso alimentario: fosfato trisódico (FTS), nitrito 
sódico (NS) e hipoclorito sódico (HIP) 

En el presente trabajo de investigación se abordan dos aditivos 

alimentarios, el fosfato trisódico y el nitrito sódico, y un compuesto desinfectante, 

el hipoclorito sódico. Los aditivos alimentarios pueden definirse como 

sustancias que se pueden añadir los alimentos de manera intencionada para 

mantener o mejorar su inocuidad, su frescura, su sabor, su textura o su aspecto. 

Algunos de ellos se llevan empleando desde hace siglos para conservar 

alimentos, como ocurre con la sal (en carnes, como el tocino, y en los pescados 

secos), el azúcar (en las mermeladas) y el dióxido de azufre (en el vino). La 

utilización de aditivos alimentarios solamente está justificada si responde a una 

necesidad tecnológica, no induce a error al consumidor y se emplean con una 

función tecnológica bien definida, como la de conservar la calidad nutricional de 

los alimentos o mejorar su estabilidad. Se consideran aditivos alimentarios los 

aromatizantes, preparaciones de enzimas y otros aditivos (conservantes, 

colorantes y edulcorantes) (FAO, 2017; Inetianbor et al., 2015). La autorización 

de un aditivo alimentario requiere una evaluación de su seguridad, la cual es 

realizada por la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (European Food 

Safety Authority, EFSA), en base al Reglamento (CE) Nº 1333/2008 (y sus 

modificaciones posteriores), el cual regula el uso de estos antimicrobianos en la 

Unión Europea (OJEU, 2008). 
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Tabla 4. Definición de los principales compuestos antimicrobianos usados a lo 
largo de la cadena alimentaria (Capita y Alonso-Calleja, 2013; SCENIHR, 2009). 

Antibióticos: sustancias activas usadas a dosis bajas para tratar infecciones en seres humanos, 
animales o plantas, inhibiendo el crecimiento (agentes bacteriostáticos) o destruyendo (agentes 

bactericidas) las bacterias sensibles (toxicidad selectiva); dichas sustancias pueden ser de origen 

natural (p. ej., penicilina), semisintético (p. ej., meticilina) o sintético (p. ej., sulfamidas). Los 

antibióticos se emplean también en animales productores de alimentos con el objetivo de prevenir o 

controlar enfermedades infecciosas y, en algunos países, como promotores del crecimiento, para 

mejorar el índice de conversión del pienso y la ganancia media diaria de peso. 

Fungicidas: compuestos químicos empleados para destruir o impedir el crecimiento de los hongos 

responsables de enfermedades (p. ej., tiabendazol). 

Biocidas: término general que hace referencia a sustancias activas y a preparaciones que contienen 

una o más sustancias activas, en la forma en que son suministradas al usuario, destinadas a destruir, 

contrarrestar, detener la acción de, o ejercer un control sobre cualquier organismo nocivo (amplio 

espectro) por medios físicos, químicos o biológicos. 

Aditivos de piensos: sustancias usadas para reducir la presencia de microorganismos patógenos 

en los piensos y preservar éstos de la alteración microbiana (p. ej., ácido cítrico). 

Aditivos de alimentos: sustancias usadas para controlar los microorganismos patógenos presentes 

en los alimentos y prolongar su vida útil protegiéndolos frente al deterioro causado por los 

microorganismos (p. ej., nitrito sódico). 

Descontaminantes: biocidas aplicados a la superficie de alimentos frescos (principalmente carne y 

vegetales) para mejorar su seguridad y retrasar su alteración. Actúan inactivando o inhibiendo el 

crecimiento de los microorganismos patógenos y alterantes (p. ej., fosfato trisódico). 

Desinfectantes: biocidas usados para mejorar la higiene a lo largo de la cadena alimentaria. Se 

aplican habitualmente al aire, aguas residuales, equipos, contenedores, tuberías u otras superficies 

(incluyendo las manos de los manipuladores) asociadas con la producción, transporte y 

almacenamiento de alimentos y bebidas (incluyendo agua de bebida). Los desinfectantes se emplean 

también en producción animal para: 1) limpiar y desinfectar los alojamientos de los animales, así 

como los vehículos y jaulas utilizados durante su transporte, 2) crear barreras (pediluvios localizados 

a la entrada de las explotaciones ganaderas, desinfección de materiales durante los brotes de 

enfermedades infecciosas), 3) desinfectar la superficie de los animales (baños de pezones o limpieza 

de ubres) y 4) preservar productos específicos, como huevas de peces o semen. Algunos ejemplos 

de desinfectantes incluyen hipoclorito sódico, compuestos de amonio cuaternario, etanol o 

formaldehído. 
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El fosfato trisódico (FTS; Na3PO4) es un aditivo alimentario (E-339 iii) 

empleado en diferentes grupos de alimentos (frutas, carne, lácteos, etc.) como 

agente regulador del pH, emulsionante y estabilizante, quelante y humectante. 

Actúa como antioxidante además de presentar un efecto sinérgico con la nisina 

potenciando su efecto quelante y antimicrobiano (Carocho et al., 2018). La causa 

del efecto bactericida del fosfato trisódico (FTS) en la carne de ave no se conoce 

exactamente, pero se cree que puede ser el resultado de la combinación de 

varios factores. En primer lugar, el elevado pH de las soluciones que forma 

(Thames y Sukumaran, 2020), desorganizando las moléculas de ácidos grasos 

de la membrana celular, permitiendo la fuga de fluidos intracelulares. En segundo 

lugar, su considerable fuerza iónica, que puede provocar autolisis bacteriana. Su 

capacidad para remover las películas de grasa y su efecto surfactante o 

detergente contribuye también a la acción antimicrobiana del FTS cuando se usa 

para la descontaminación de canales de aves y mamíferos (Foley et al., 2008).  

El nitrito sódico (NS; NaNO2) es un aditivo alimentario (E-250) 

ampliamente usado en productos cárnicos para mejorar las propiedades 

organolépticas (color y sabor) de los productos curados, disminuye la oxidación 

de los lípidos e inhibe el crecimiento bacteriano (Horsch et al., 2014). Es 

conocido su uso en el control del crecimiento de Clostridium botulinum; sin 

embargo, deben controlarse de forma estricta sus niveles ya que hay riesgos 

asociados a su uso, como la formación de nitrosaminas y compuestos 

potencialmente cancerígenos (Riel et al., 2017). La cantidad máxima autorizada 

durante la elaboración de los productos cárnicos oscila, dependiendo del 

producto, entre 100 y 180 mg/kg, siendo la dosis residual máxima permitida de 

50-175 mg/kg (OJEU, 2008). 

El mecanismo de acción del nitrito se describe a continuación. Cuando se 

encuentra en un medio ácido, se forma una mezcla compleja de óxido de 

nitrógeno y ácido nitroso, es decir, el nitrito se protona en condiciones ácidas 

para generar ácido nitroso, el cual es inestable y se descompone 

espontáneamente para producir óxido nítrico (NO) y dióxido de nitrógeno (NO2). 

El efecto antimicrobiano del nitrito acidificado se atribuye al óxido de nitrógeno 

formado, el cual causa alteración y/o inactivación del ácido desoxirribonucleico 

(ADN), proteínas y lípidos de membrana. Además, en condiciones ácidas, la 
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forma aniónica del ácido nitroso puede disminuir drásticamente el contenido de 

adenosín trifosfato (ATP) intracelular de los microorganismos al inhibir la enzima 

glucolítica gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa. Así, el ácido nitroso puede 

atravesar por difusión pasiva la membrana plasmática de la célula bacteriana, y, 

como consecuencia del pH neutro intracelular, el ácido nitroso quedará retenido 

dentro de la célula en su forma aniónica. Como mecanismo de defensa, la célula 

bombea los protones al exterior mediante bombas de expulsión (H+-ATPasa). 

Este mecanismo requiere ATP, lo que conduce a una pérdida de energía que 

dificulta el crecimiento e incluso la supervivencia bacteriana (Mortensen et al., 

2008; Mühlig et al., 2014). 

El concepto de desinfectante se recoge en la Tabla 4. El Reglamento 

(UE) Nº 528/2012 regula los diferentes aspectos de los desinfectantes en la 

Unión Europea (OJEU, 2012). 

El hipoclorito sódico (HS; NaClO) es un agente antimicrobiano de uso 

frecuente y ampliamente utilizado en la industria alimentaria, ya que es un 

biocida eficaz para el tratamiento de la contaminación microbiana, es fácil de 

manejar, económico y efectivo en la inactivación de los microorganismos (Guo 

et al., 2020; Kim et al., 2016). Este compuesto es conocido comúnmente como 

“lejía” y se define como “las soluciones de hipoclorito alcalino, tal y como se 

producen por la industria, incluyan o no los aditivos necesarios para su puesta 

en el mercado, siendo su contenido en cloro activo no inferior a 35 gramos por 

litro ni superior a 100 gramos por litro” (BOE, 1993). La concentración de 

hipoclorito de sodio comúnmente utilizada para la mayoría de los productos varía 

de 50 a 200 ppm (Guo et al., 2020). 

El HS está aprobado para su uso en el Espacio Económico Europeo (EEE) 

y Suiza para usos diversos, entre los que se incluyen la desinfección de áreas 

de alimentos y piensos (tipo de producto 4). Según el Reglamento Europeo (UE) 

2017/1273, el cloro activo liberado por HS está aprobado como sustancia activa 

para uso en biocidas de los tipos 1 (biocidas para la higiene humana), 2 

(desinfectantes para áreas privadas y salud pública), 3 (biocidas para la higiene 

veterinaria), 4 (desinfectantes de zonas de alimentos y piensos) y 5 

(desinfectante de agua potable), cuando la concentración de cloro activo en la 
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solución acuosa es ≤18% (es decir, ≤180.000 ppm) (Capita et al., 2019; ECHA, 

2019). 

El hipoclorito sódico presenta las siguientes propiedades: actúa como un 

solvente orgánico degradando los ácidos grasos, transformándolos en sales de 

ácidos grasos (jabón) y glicerol (alcohol), lo cual reduce la tensión superficial de 

la solución (reacción de saponificación). Por otra parte, neutraliza los 

aminoácidos formando agua y sal (reacción de neutralización). Con la liberación 

de iones hidroxilo, tiene lugar una reducción de pH. El ácido hipocloroso, una 

sustancia presente en la solución de hipoclorito sódico, cuando está en contacto 

con tejido celular actúa como un solvente, liberando cloro, el cual, combinado 

con el grupo amino de las proteínas, forma las cloraminas (reacción de cloración) 

las cuales interfieren en en el metabolismo celular. El cloro liberado, al ser un 

oxidante fuerte, va a provocar una acción antimicrobiana inhibiendo las enzimas 

bacterianas. El ácido hipocloroso (HOCI) en combinación con los iones 

hipoclorito (-OCI) provoca la degradación e hidrólisis de aminoácidos (Estrela et 

al., 2002). 

La actividad antimicrobiana del hipoclorito de sodio se basa en su pH 

elevado (acción de iones hidroxilo), y exhibe un mecanismo de acción similar al 

hidróxido de calcio. Estos valores de pH elevado interfieren en la integridad de la 

membrana citoplasmática, provocando una inhibición enzimática irreversible, 

alteraciones biosintéticas en el metabolismo celular y destrucción de fosfolípidos 

debida a la peroxidación lipídica. La reacción de cloración de aminoácidos da 

lugar a la formación de cloraminas que interfieren en el metabolismo celular. La 

oxidación promueve la inhibición enzimática irreversible de bacterias 

reemplazando hidrógeno por cloro. Esta inactivación enzimática se puede 

observar tras producirse la reacción del cloro con los grupos amino (NH2-) y la 

oxidación irreversible de los grupos sulfhidrilo (-SH) de las enzimas bacterianas 

(cisteína).  

Por lo tanto, el hipoclorito de sodio presenta actividad antimicrobiana 

actuando sobre enzimas esenciales para la célula, promoviendo la inactivación 

irreversible originada por los iones hidroxilo y por la reacción de cloración (Estrela 

et al., 2003) y dando lugar a una oxidación proteica de las bacterias originando 

su muerte (Gomes et al., 2016). La contaminación de la carne con determinadas 
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bacterias suele producirse durante su procesado en el matadero y, para prevenir 

tales contaminaciones, se suele utilizar hipoclorito de sodio. Sin embargo, el 

cloro puede reaccionar con la materia orgánica, por lo que su eficacia 

antimicrobiana se reduce en gran medida (Guo et al., 2020; Hatanaka et al., 

2020). 

 

3.1.3.  Mecanismos de acción de los biocidas. 

A diferencia de los antibióticos, que actúan sobre un lugar diana específico, 

la mayoría de los biocidas tienen más de un sitio de acción, aunque cuando se 

utilizan a bajas concentraciones o a concentraciones subinhibitorias la acción del 

biocida puede reducirse a un único lugar de acción. Si un antimicrobiano se limita 

a un solo sitio diana y la célula bacteriana mediante un proceso adaptativo 

bloquea el acceso a ese sitio diana, entonces la resistencia puede surgir (Ortega 

Morente et al., 2013).  

Las bacterias pueden adaptarse rápidamente a diferentes condiciones 

ambientales y sobrevivir a la exposición a diferentes compuestos 

antimicrobianos, tales como antibióticos y biocidas, mediante la acción de 

diversos mecanismos de resistencia. El incremento de la tolerancia a los 

compuestos biocidas y antibióticos puede estar mediado, principalmente, por el 

aumento de expulsión de los compuestos mediante las bombas de expulsión, la 

penetración reducida debido a cambios en la permeabilidad de la membrana y / 

o producción de biopelículas (Schug et al., 2020).  

La comprensión de los mecanismos de acción de los biocidas se ha 

convertido en un reto importante debido a la posibilidad de que los 

microorganismos puedan adquirir susceptibilidad reducida a estos compuestos, 

especialmente cuando se emplean de forma inadecuada, y a la posible 

vinculación entre la resistencia a antibióticos y a los biocidas (Davidson y 

Harrison, 2002; Poole, 2002, 2005). La efectividad de los biocidas está 

relacionada con varios factores tales como su concentración, período de 

contacto, pH, temperatura, la presencia de materia orgánica, la naturaleza, 

cantidad, ubicación y condición del microorganismo (bacterias, esporas, 

levaduras y mohos, protozoos) entre otros, destacando la concentración como 
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un factor de primordial importancia, habiéndose sugerido que la frecuencia de 

exposición de las bacterias a dosis subinhibitorias de estos compuestos está 

directamente relacionada con el incremento de su tolerancia frente a ellos 

(Russell, 2003). El uso incorrecto de los biocidas está suponiendo un motivo 

creciente de preocupación en el contexto de la Seguridad Alimentaria. Por otro 

lado, se ha constatado que las bacterias tienen dificultades para adquirir 

tolerancia a los biocidas debido a que estos compuestos actúan sobre diferentes 

target o lugares diana en la célula bacteriana (Braoudaki y Hilton, 2004), 

precisamente lo contrario a lo que ocurre con los antibióticos, que suelen tener 

un único mecanismo de acción, lo que facilita el desarrollo de resistencias.  

Sin embargo, a concentraciones bajas o subinhibitorias, la acción del 

biocida puede verse limitada a un solo lugar diana y si la célula bacteriana 

bloquea el acceso a ese target durante el proceso de adaptación de la misma, 

entonces puede surgir resistencia, aunque existe un cierto grado de controversia 

sobre la capacidad de las bacterias para adquirir resistencia frente a los biocidas, 

siendo, además, muy limitados los estudios realizados en relación con los 

compuestos de uso alimentario. 

Los mecanismos generales de acción de un biocida se pueden definir en 

función de la estructura bacteriana contra la que ejercen su actividad principal. 

Se debe tener en cuenta que un biocida puede desarrollar su actividad en uno o 

en los tres niveles de interacción en los que las células bacterianas van a 

producir su actividad antimicrobiana (Ortega Morente et al., 2013). Los tres 

niveles de interacción se describen a continuación: 

a) Interacción con componentes celulares externos.  

Existen varios biocidas que pueden interactuar con los componentes 

celulares externos no afectando a la viabilidad celular. Cuando se produce la 

interacción del biocida con la célula bacteriana tiene lugar un cambio en la 

hidrofobicidad celular, es decir, hace que la membrana externa sea menos 

hidrófoba, lo cual aumenta la posibilidad de que el biocida alcance la membrana 

citoplasmática o el material citoplásmico provocando la lisis celular. Las bacterias 

Gram-negativas son generalmente menos sensibles a los biocidas que las 

bacterias Gram-positivas debido a su membrana externa (Andersen, 2016a). No 

obstante, existe una gama de sustancias, como los compuestos catiónicos 
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(como clorhexidina y cloruro de benzalconio) que actúan específicamente sobre 

la pared bacteriana y la membrana externa, dañándola y favoreciendo la 

permeabilidad de estos compuestos hasta los lugares diana en la membrana 

citoplasmática y dentro del citoplasma celular (Gilbert y Moore, 2005). 

b) Interacción con la membrana citoplásmica.  

La membrana citoplasmática se considera como el principal lugar diana 

para los biocidas. Se compone de una bicapa fosfolipídica con proteínas 

integradas,  es semipermeable y regula la transferencia de solutos y metabolitos 

dentro y fuera del citoplasma celular. La interacción con la membrana puede dar 

lugar a la rotura física de la misma, a la disipación de la fuerza motriz del protón 

y a la inhibición de la actividad enzimática asociada a la membrana (Andersen, 

2016; Ortega Morente et al., 2013). 

c) Interacción con constituyentes citoplasmáticos.  

El citoplasma bacteriano contiene ácidos nucleicos, ribosomas y varias 

enzimas con diferentes funciones. Dichos componentes quizá no sean sitios 

diana primarios para los biocidas, que deben penetrar en la célula para alcanzar 

los constituyentes citoplasmáticos. Algunos biocidas pueden interactuar con 

estos componentes celulares, causando un daño reversible o irreversible, 

pudiendo llegar a provocar la alteración de la estructura fisicoquímica del 

citoplasma (Andersen, 2016). 

d) Interacción con otros componentes celulares.  
Varias clases de biocidas van a reaccionar con distintos constituyentes 

del citoplasma celular aparte de los ácidos nucleicos y los ribosomas, mientras 

que otros son altamente inespecíficos y van a afectar a una amplia variedad de 

moléculas celulares. Por ejemplo, los agentes alquilantes y oxidantes son 

productos químicos altamente reactivos que interactuan con la célula bacteriana 

(Ortega Morente et al., 2013). 
 

3.1.4. Tolerancia bacteriana a los biocidas 

La respuesta bacteriana frente a la acción de los biocidas está 

esencialmente determinada por la naturaleza del agente químico, así como por 

el tipo de microorganismo implicado. Existen otros factores que pueden ejercer 

un efecto considerable sobre la actividad del agente antibacteriano, como la 
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temperatura de contacto, el pH ambiental y la presencia de materia orgánica. Las 

estrategias microbianas desarrolladas para resistir los efectos de los 

antimicrobianos incluyen la formación de biopelículas o biofilms, la reducción de 

la permeabilidad celular, la expresión incrementada de bombas de expulsión, la 

modificación o superproducción de los lugares diana o receptores y la 

adquisición de rutas metabólicas alternativas a las inhibidas por el 

antimicrobiano. 

La resistencia bacteriana frente a la acción de los biocidas es básicamente 

de dos tipos: intrínseca, es una propiedad natural (innata) controlada por 

cromosomas de la célula bacteriana; esta propiedad permite a las bacterias 

eludir la acción del biocida, o adquirida, que puede surgir cuando las bacterias 

han sido expuestas a concentraciones gradualmente crecientes de un biocida. 

La tolerancia a los biocidas puede producirse a través de la mutación o 

amplificación de un gen endógeno o por adquisición de determinantes genéticos 

tales como plásmidos y transposones (Ortega Morente et al., 2013). 

El uso de compuestos biocidas puede favorecer la expresión de 

mecanismos de resistencia a antibióticos, así como favorecer el incremento en 

la capacidad de formación de biofilm, cuando se emplean en unas condiciones 

determinadas (Capita et al., 2014; Molina-González et al., 2014). Dicho 

incremento de la tolerancia bacteriana a los biocidas supone un importante 

motivo de preocupación en el contexto de la Seguridad Alimentaria y la Salud 

Pública, ya que puede favorecer la persistencia de microorganismos patógenos 

e indeseables a lo largo de la cadena de producción de alimentos.  

Los mecanismos a través de los cuales el uso de los biocidas podría 

contribuir al incremento de la resistencia a antibióticos son los siguientes (Capita 

y Alonso-Calleja, 2013): 

a) Resistencia cruzada. Este fenómeno ocurre cuando un compuesto 

antimicrobiano selecciona (por presión selectiva) un gen que expresa 

mecanismos de resistencia comunes a diferentes grupos de antimicrobianos. 

Los principales mecanismos implicados en la resistencia cruzada entre biocidas 

y antibióticos son la modificación de las cubiertas celulares y la producción de 

bombas de expulsión. 
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Por otro lado, cuando la adaptación a un antimicrobiano modifica la 

respuesta fisiológica de la bacteria provocando una reducción temporal de la 

susceptibilidad a varios antimicrobianos no relacionados, se produce la 

protección cruzada o adaptación cruzada (Alonso-Hernando et al., 2009). En 

este sentido, se han llevado a cabo numerosos estudios para inducir respuestas 

de adaptación cruzada, habiéndose demostrado que la adaptación a un biocida 

puede conferir susceptibilidad reducida a otros biocidas diferentes (Soumet et 

al., 2016; Wales y Davies, 2015). La expresión incrementada de bombas de 

expulsión inespecíficas y/o las modificaciones en la permeabilidad de las 

membranas son los mecanismos potencialmente responsables de la adaptación 

cruzada entre biocidas. Estos mecanismos de adaptación cruzada son 

dependientes del tipo de biocida y de la variabilidad entre cepas (Braoudaki y 

Hilton, 2004). 

b) Co-resistencia. En este caso un antimicrobiano selecciona un gen que 

confiere resistencia a dicho compuesto, y este gen está físicamente unido a otro 

gen que expresa mecanismos de resistencia a otros antimicrobianos. Ambos 

genes están incluidos en elementos genéticos mayores (plásmidos, 

transposones, integrones) y son transferidos y expresados de forma conjunta 

(Chapman, 2003; Paul et al., 2019). 

c) El empleo de un biocida puede seleccionar clones de células que son 

resistentes tanto a biocidas como a antibióticos como consecuencia de las 

características específicas de las cepas. Estas variantes clonales se consideran 

responsables de los cambios en la prevalencia de la resistencia a antibióticos en 

algunos microorganismos patógenos transmitidos por alimentos, por ejemplo, 

Salmonella enterica serotipo Typhimurium DT 104 (Gilbert y McBain, 2003). 

d) Las situaciones de estrés, incluyendo la exposición a dosis 

subinhibitorias de antimicrobianos, pueden aumentar la capacidad de las 

bacterias para reparar su ADN mediante la activación de la respuesta SOS. Se 

trata de un mecanismo muy distribuido entre las bacterias encaminado a corregir 

el daño a los ácidos nucleicos, reparando o evitando las regiones lesionadas 

(Podlesek y Žgur Bertok, 2020). 

e) Adquisición de mecanismos de protección. La tolerancia a los biocidas 

puede surgir a través de una mutación, mediante la amplificación de un gen 
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cromosómico endógeno o mediante la adquisición de determinantes genéticos 

extracromosómicos, tales como plásmidos y transposones (Goudarzi y 

Navidinia, 2019; Ortega Morente et al., 2013; Russell, 1997). La tolerancia 

adquirida tiene lugar cuando se exponen las bacterias a concentraciones 

gradualmente crecientes de un biocida.  

Los mecanismos principales mediante los cuales se puede generar 

resistencia o tolerancia a los biocidas en las bacterias se resumen a 

continuación: 

a) Impermeabilidad. El fenómeno de la impermeabilidad celular 

presenta una mayor relevancia en la resistencia de las micobacterias y bacterias 

Gram-negativas, ya que los lugares diana para los biocidas se localizan a 

menudo dentro de la célula, y particularmente a nivel de la membrana 

citoplasmática o dentro del citoplasma. La estructura de la pared de las bacterias 

Gram-negativas, y específicamente la presencia de una cubierta externa, a 

menudo son responsables de la impermeabilidad de estos microorganismos a 

los agentes antimicrobianos (Ortega Morente et al., 2013; Denyer y Maillard, 

2002).  

Varios autores sugieren que la tolerancia adquirida a los biocidas en 

bacterias Gram-negativas puede provocar cambios en la permeabilidad de la 

membrana celular, incluidos cambios en la hidrofobicidad superficial, etc. (Davies 

y Wales, 2019; McDonnell y Russell, 1999; Tattawasart et al., 1999). 

b) Alteración del lugar diana. A diferencia de los antibióticos, que 

tienen lugares de acción muy específicos dentro de la célula bacteriana, los 

biocidas parecen afectar a múltiples componentes celulares y, por lo tanto, las 

mutaciones en el sitio diana son raras en organismos tolerantes a los biocidas. 

Una excepción parece ser la resistencia al triclosán en Escherichia coli, que se 

efectúa por mutaciones en el gen fabI que codifica la proteína reductasa 

transportadora enoyl-acil de biosíntesis de ácidos grasos (Mcdonnell y Russell, 

1999; Ortega Morente et al., 2013). 

c) Eflujo (bombas de expulsión). Existe una gran cantidad de 

proteínas integrantes de la membrana y asociadas a las mismas que están 

involucradas en el bombeo de antibióticos, biocidas y otras sustancias fuera de 

la célula microbiana (Goudarzi y Navidinia, 2019; Poole, 2005). 
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3.2. Antibióticos 
 El descubrimiento de la penicilina, en 1928, por Alexander Fleming, 

constituye uno de los acontecimientos más importantes del siglo XX, ya que dio 

lugar al comienzo de la revolución de la era de los antibióticos, que 

mayoritariamente se descubrieron durante la “edad de oro” de los mismos 

(Figura 8). Hoy en día, las principales actividades para el desarrollo de nuevos 

fármacos antimicrobianos se han centrado en importantes modificaciones de los 

medicamentos naturales ya existentes, en la re-ingeniería y en la síntesis 

química completa, si ésta es rentable. La introducción de los antibióticos en la 

práctica clínica revolucionó el tratamiento y el manejo de las enfermedades 

infecciosas. Antes de la introducción de los antibióticos, estas enfermedades 

eran la principal causa de morbilidad y mortalidad en poblaciones humanas. El 

efecto de los antibióticos sobre las bacterias patógenas se ha considerado como 

uno de los mayores éxitos en la historia de la medicina (Adejeji, 2016; Aminov, 

2016); sin embargo, en la actualidad nos encontramos frente a una crisis mudial 

debido al alarmante aumento de la resistencia a los antibióticos por parte de los 

microorganismos patógenos (Aminov, 2016), debido al uso irracional de los 

mismos, al tratamiento prolongado para combatir enfermedades provocadas por 

bacterias multirresistentes y al tratamiento profiláctico frente a diversas 

infecciones, que han dado lugar a la emergencia de la resistencia (Munir et al., 

2020). El empeño por aprovechar, de manera exacerbada, las ventajas que 

ofrecían los antibióticos, hizo que surgiera, de manera inesperada, lo que sería 

el siguiente gran desafío en el control de las enfermedades infecciosas humanas: 

la aparición de bacterias patógenas resistentes a los antibióticos (Cloutier, 1995; 

Tenover, 2006). 

 

 



Introducción y Antecedentes 

42 
 

 
Figura 8. Descubrimiento de antibióticos y desarrollo de resistencias, panorama 
de los siglos XX y XXI (Munir et al., 2020). 
 

3.2.1. Definición y mecanismos de acción 

Los antibióticos son sustancias activas usadas a dosis bajas para tratar 

infecciones en seres humanos, animales o plantas, inhibiendo el crecimiento 

(agentes bacteriostáticos) o destruyendo (agentes bactericidas) las bacterias 

sensibles (toxicidad selectiva); dichas sustancias pueden ser de origen natural 

(p. ej., penicilina), semisintético (p. ej., meticilina) o sintético (p. ej., sulfamidas). 

Los antibióticos se pueden clasificar en base a su mecanismo o espectro 

de acción. Hay cinco mecanismos de acción principales (Tabla 5, Figuras 9 y 10) 

(Kapoor et al., 2017; Wright, 2010): 

1) Inhibición de la síntesis de la pared celular. 

2) Inhibición de la síntesis de la membrana celular. 

3) Inhibición de la síntesis proteica. 

4) Inhibición de la síntesis de ácidos nucleicos. 

5) Inhibición de la síntesis del ácido fólico. 
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Tabla 5. Principales antibióticos y mecanismos de acción antimicrobiana (Adaptada de Calvo y Martínez-Martínez, 2009; 

Dowling et al., 2017; Guilhelmelli et al., 2013; Tenover, 2006). 
Grupo de 
antimicrobianos 
 

Modo general de acción 
 

Compuestos Lugar diana Principales mecanismos de resistencia 

Aminociclitoles Inhibidores de la síntesis 
proteica 

Espectinomicina, 
apramicina 

ARNr 16S 
 

Modifican la integridad de la membrana celular 

Aminoglicósidos Inhibidores de la síntesis 
proteica 

Estreptomicina, 
kanamicina, gentamicina. 
amikacina, tobramicina, 
neomicina 

Subunidad ribosómica 30S Inactivación enzimática 
Eflujo (bombas de expulsión) 
Disminución de la permeabilidad celular 
Modificación del lugar diana 

Ansamicina Inhibidores de la síntesis del 
ARNm 

Rifampincina Subunidad β del ARN-
polimerasa 

Modificación enzimática 

B-lactámicos Inhibidores de la síntesis de 
la pared celular 

Penicilinas (penicilina, 
ampicilina, ticarcilina) 
Inhibidores β-lactamasa 
(amoxicilina-ácido 
clavulánico, etc.) 
Cefalosporinas 
(cefalotina, cefazolina, 
cefoxitina, cefotaxima, 
etc.) 
Carbapenem (imipenem) 

Proteínas de anclaje de 
penicilinas 

Inactivación enzimática 
Disminución de la permeabilidad celular 
Modificación del lugar diana 

Inhibidores de la ruta 
del folato 

Inhibidores de la síntesis de 
ADN 
 

Sulfonamidas, 
trimetoprim-
sulfametoxazol 

Enzimas implicadas en la 
síntesis del ácido fólico 

Superproducción del lugar diana 
Modificación del lugar diana 
Adquisición de rutas metabólicas alternativas 
 

Glucopéptidos Inhibidores de la síntesis de 
la pared celular 

Teicoplanina Unidades de peptidoglicano 
(dipéptido D-alanil-D-alanina 
terminal del peptidoglicano) 

Modificación del lugar diana 

Macrólidos Inhibidores de la síntesis 
proteica 

Eritromicina, azitromicina Subunidad ribosómica 50S Inactivación enzimática 
Modificación del lugar diana 
Expresión incrementada de bombas de expulsión 
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Tetraciclinas Inhibidores de la 
síntesis proteica 

Tetraciclina, doxiciclina Subunidad ribosómica 30S Expresión incrementada de bombas de expulsión 
Inactivación enzimática 
Modificación del lugar diana 

Quinolonas y 
Fluoroquinolonas 

Inhibidores de la 
síntesis de ADN 

Ácido nalidíxico, 
ciprofloxacina, 
enrofloxacina 

Topoisomerasa II (ADN girasa), 
topoisomersa IV 
 

Inactivación enzimática 
Modificación del lugar diana 
Reducción de la permeabilidad celular 
Expresión incrementada de bombas de expulsión 
 

Fenicoles Inhibidores de la 
síntesis proteica 

Cloranfenicol Subunidad ribosómica 50S  
 

Inactivación enzimática  
Modificación del lugar diana  
Reducción de la permeabilidad celular 
Expresión incrementada de bombas de expulsión 

 
Otros Inhibidores de la síntesis de 

la pared celular 
Fosfomicina, 
nitrofurantoina 

Inhibición enzimática en la 
formación de peptidoglicano 
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Figura 9. Mecanismos de acción y mecanismos de resistencia asociados a los 
principales antibióticos (Buzón-Durán et al., 2017; Wright, 2010). 

 

a) Interferencia en la síntesis de la pared celular. 

Dentro de este grupo de compuestos se incluyen los antibióticos β-

lactámicos (penicilinas, cefalosporinas, carbapenemos, monobactamos) y los 

glucopéptidos (vancomicina y teicoplanina). La resistencia a los antibióticos β-

lactámicos normalmente la confieren enzimas que hidrolizan los antibióticos 

conocidas como β-lactamasas (Peterson y Kaur, 2018). Los antibióticos del grupo 

de los β-lactámicos inhiben la síntesis de la pared celular por interferencia con las 

enzimas requeridas para la síntesis de la capa de peptidoglicano, comprometiendo 

la resistencia de la pared celular y provocando la destrucción de la bacteria por lisis 

celular (Livermore, 1995). 

Por otra parte, los glucopéptidos como la vancomicina y la teicoplanina se 

unen al extremo terminal de las unidades precursoras de la cadena de 

peptidoglicano, impidiendo el ensamblaje del polímero y la síntesis de una pared 
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celular estable. La resistencia a estos antibióticos es principalmente el resultado de 

la expresión de enzimas que modifican covalentemente los antibióticos, ya sea por 

acetilación, fosforilación o adenilación (Munita y Arias, 2016; Wright, 2003). Al final, 

como en el caso de los antibióticos β-lactámicos, se produce lisis celular.  

b) Interferencia en la síntesis de la membrana celular. 

Hay una serie de agentes con capacidad de desorganización de la 

membrana celular y que, al interactuar específicamente con la misma, conducen a 

cambios en la permeabilidad y extrusión de componentes celulares. Además, 

algunos agentes antibacterianos que inhiben otras funciones de la célula afectan, 

también, a la membrana cuando están presentes en altas concentraciones. 

Las polimixinas y los polienos son agentes antimicrobianos que ejercen su 

acción a nivel de la membrana celular. Las dos únicas polimixinas desarrolladas 

comercialmente, B y E (colistina), poseen una actividad restringida a los 

microorganismos Gram-negativos, ligándose a la membrana fosfolípidica y 

produciéndose, como resultado de esta unión, la ruptura de la membrana celular. 

Por otra parte, los polienos son un gran grupo de agentes estructuralmente 

relacionados, la mayoría de los cuales son demasiado tóxicos como para ser 

usados con fin terapéutico (Pang et al., 2019; Sefton, 2002). 

c) Inhibición de la síntesis proteica. 

Existen varias clases de antibióticos que ejercen su acción inhibiendo la 

síntesis de las proteínas e interaccionando con el ribosoma. Dichas interacciones 

son muy específicas e implican en su mayoría al ARNr. Entre los antibióticos que 

inhiben la síntesis de proteínas se incluyen aminoglucósidos, tetraciclinas, 

cloranfenicol, macrólidos, lincosamidas y ácido fúsico, los cuales actúan a nivel de 

los ribosomas, estructuras clave en la síntesis proteica. Al unirse al ribosoma se 

detiene la transducción, inhibiéndose de esta forma la síntesis proteica. Los 

aminoglucósidos y las tetraciclinas actúan en la subunidad ribosómica 30S y el 

cloranfenicol, macrólidos, lincosamidas y ácido fusídico ejercen su acción sobre la 

subunidad ribosómica 50S. De todos los agentes inhibidores de la síntesis proteica, 

los aminoglucósidos son los únicos con actividad bactericida, poseyendo, los 

demás, sólo actividad bacteriostática (Calvo y Martínez-Martínez, 2009; Sefton, 

2002). 
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d) Inhibición de la síntesis de ácidos nucleicos. 

Entre los antibióticos que afectan al metabolismo de los ácidos nucleicos y 

además presentan buena toxicidad selectiva, se encuentran las quinolonas (ácido 

nalidíxico y derivados, como la ciprofloxacina) y la rifampicina. Las quinolonas 

actúan inhibiendo la acción de las topoisomerasas II (ADN-girasa) y IV, las cuales 

son enzimas encargadas de controlar el superenrollamiento y desenrollamiento del 

ADN, así como del corte, unión y separación de las hebras de ADN, necesarias 

para los procesos de síntesis y de partición del cromosoma a las células hijas 

cuando la bacteria se divide. Ambas son enzimas tetraméricas compuestas por dos 

subunidades A y dos subunidades B, codificadas respectivamente por los genes 

gyrA y gyrB en el caso de la ADN-girasa, y parC y parE en el caso de la 

topoisomerasa IV (Pang et al., 2019). 

Por otra parte, la rifampicina tiene actividad bactericida frente a 

microorganismos Gram-negativos. Actúa inhibiendo la síntesis del ARN (ácido 

ribonucleico) ribosómico y mensajero al bloquear a la ARN polimerasa, impidiendo 

así el inicio del proceso de transcripción, hay que tener en cuenta que carece de 

efecto antimicrobiano si el proceso de transcripción ya se ha iniciado (Calvo y 

Martínez-Martínez, 2009). 

e) Inhibición de la síntesis del ácido fólico. 

Las sulfamidas son análogos del ácido para-aminobenzoico, y por lo tanto van 

a competir por la enzima dihidropteroatosintetasa, impidiendo así la formación del 

ácido dihidropteroico, precursor del ácido fólico. De este grupo uno de los 

antibióticos más usados en la práctica clínica es el sulfametoxazol (asociado a 

trimetoprim) (Calvo y Martínez-Martínez, 2009). 

La acción conjunta, habitualmente usada en la práctica clínica, de trimetoprim 

y sulfametoxazol, conocida como co-trimoxazol, bloquea algunas de las etapas en 

la ruta metabólica que conduce a la síntesis de ácido fólico, lo cual va a 

desencadenar la inhibición de la síntesis de ADN. La acción conjunta de sulfamidas 
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y trimetoprim en las bacterias sensibles es sinérgica y presenta actividad 

bactericida (Fernández-Villa et al., 2019). 

Figura 10. Mecanismos de resistencia a agentes antimicrobianos (Adaptada de Yao y 

Moellering, 2005). 

 

3.2.2.  Mecanismos de resistencia a antibióticos 
La resistencia a antibióticos puede definirse desde el punto de vista 

microbiológico como la presencia de un mecanismo de resistencia determinado 

genéticamente (adquirido o mutado) que permite clasificar al patógeno 

fenotípicamente como resistente o susceptible en función de unos límites estándar 

establecidos para cada antibiótico (MacGowan y Macnaughton, 2017). 

Esta resistencia a los antibióticos en microorganismos patógenos humanos 

existía antes del uso de antibióticos por el hombre, pero su prevalencia era baja. 

Los estudios realizados con bacterias obtenidas en los años previos al 

descubrimiento de los antibióticos o con bacterias de poblaciones humanas que no 

habían sido expuestas a ellos ponen de manifiesto dicha resistencia. A nivel 

mundial, se ha producido un importante aumento en la prevalencia de la resistencia 

a antibióticos, provocado por el uso masivo de los mismos (Alós, 2015). 
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Las bacterias pueden manifestar resistencia a los antibióticos mediante varios 

mecanismos, los cuales se hacen extensivos a una amplia variedad de géneros 

bacterianos. Algunas de estas especies bacterianas presentan resistencia innata a 

una o más clases de agentes antimicrobianos. En algunos casos, todas las cepas 

de esa especie bacteriana son igualmente resistentes a todos los miembros de esas 

clases antibacterianas. En aquellos casos en los que la resistencia es adquirida, las 

poblaciones de bacterias inicialmente susceptibles se convierten en resistentes a 

un agente antibacteriano, proliferan y se propagan bajo presión selectiva 

provocando la diseminación de la resistencia, lo cual va a suponer un grave 

problema (Tenover, 2006). 

Los microorganismos han desarrollado determinadas estrategias para evadir 

la acción de los antibióticos, tales como la formación de biofilm, la inducción de 

cambios en la permeabilidad de la superficie celular, la expresión incrementada de 

bombas de expulsión, la inactivación enzimática del compuesto antes de que 

alcance el lugar diana, la modificación o superproducción del lugar diana o la 

adquisición de rutas metabólicas alternativas (Capita y Alonso-Calleja, 2013). 

  

1) Biofilms.  

Un biofilm es un agregado organizado de microorganismos que viven dentro 

de una matriz orgánica polimérica extracelular (EPS) que ellos mismos sintetizan. 

Estas agregaciones que dan lugar a poblaciones complejas de microorganismos 

crecen adheridas a superficies (vivas o inertes). Los biofilms pueden estar formados 

por una única especie microbiana o presentar un abanico de especies diferentes. 

Las bacterias que forman parte de los biofilms expresan propiedades diferentes a 

las de las células planctónicas, como por ejemplo una resistencia incrementada a 

biocidas y a antibióticos a través de diferentes mecanismos (Tabla 6) (Capita y 

Alonso-Calleja, 2013; Yin et al., 2019). 

La formación de biofilms es un proceso complejo y dinámico, en el que las 

comunidades organizadas de microorganismos están encerradas en una matriz de 

EPS que engloba a las células microbianas; dicha formación da lugar a una 

estrategia adaptativa de los microorganismos que permite incrementar sus 

posibilidades de supervivencia en el medio ambiente y supone la aparición de un 
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nuevo concepto de “bacteria” como organismo unicelular que puede ser capaz de 

formar estructuras complejas con interrelaciones entre sus individuos que están 

muy próximas al comportamiento de los organismos pluricelulares (Yin et al., 2019). 

La formación de biofilm va a proporcionar a las bacterias cuatro ventajas 

importantes: (1) protege a los microorganismos de la acción de los agentes 

adversos, (2) incrementa la disponibilidad de nutrientes para su crecimiento, (3) 

facilita el aprovechamiento del agua, reduciendo la posibilidad de deshidratación y 

(4) posibilita la transferencia de material genético (ADN). Todas estas 

circunstancias pueden incrementar sus capacidades de supervivencia. Como 

consecuencia, los métodos habituales de desinfección o el uso de antibióticos se 

muestran a menudo ineficaces contra las bacterias del biofilm. 

El mecanismo de formación de los biofilms es muy complejo, dependiendo de 

numerosos factores tanto intrínsecos al microorganismo como propios del medio 

que lo rodea. Este hecho hace que sea muy difícil generalizar en cuanto a las 

características específicas de estas comunidades bacterianas y por lo tanto 

complica su comprensión. Sin embargo, una consecuencia de la formación de estas 

estructuras es que los métodos habituales de control y eliminación (desinfectantes, 

antibióticos, etc.) de las formas libres (planctónicas) de las bacterias se muestran a 

menudo ineficaces contra las bacterias del biofilm (Donlan y Costerton, 2002). 

El proceso de formación de biofilm (Figura 11) consta de una etapa inicial 

donde tiene lugar la adherencia sobre la superficie. En bacterias Gram-negativas 

(Pseudomonas aeruginosa, Vibrio cholerae, Escherichia coli, Salmonella enterica) 

se ha visto que los flagelos, las fimbrias de tipo I, IV y los curli son elementos 

importantes para que tenga lugar la etapa de adherencia primaria. La motilidad 

parece que ayuda a la bacteria a alcanzar la superficie y contrarrestar las 

repulsiones hidrofóbicas, sin embargo, no parece ser un requisito esencial, pues 

muchas bacterias Gram-positivas inmóviles como los estafilococos, los 

estreptococos y las micobacterias son capaces de formar biofilm. Una vez que la 

bacteria se ha adherido a la superficie, comienza a dividirse y las células hijas se 

extienden alrededor del sitio de unión, formando una microcolonia similar a lo que 

ocurre durante el proceso de formación de colonias en placas de agar. A 

continuación, las bacterias comienzan a secretar un exopolisacárido que constituye 

la matriz del biofilm y forma unas estructuras similares a setas (mushrooms) entre 
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las cuales se observa la presencia de canales. La composición del exopolisacárido 

es diferente en cada bacteria (alginato en Pseudomonas aeruginosa, celulosa en 

S. Typhimurium, un exopolisacárido rico en glucosa y galactosa en Vibrio cholerae 

(Ledeboer y Jones, 2005; Sabalza et al., 2017). Además, estudios recientes han 

puesto de manifiesto que incluso una misma bacteria, dependiendo de las 

condiciones ambientales en las que se encuentre, puede producir distintos 

exopolisacáridos como componentes de la matriz del biofilm (Maruzani et al., 2019).  

 

Finalmente, algunas bacterias de la matriz del biofilm se liberan del mismo 

para poder colonizar nuevas superficies cerrando el proceso de desarrollo de 

formación del biofilm. La liberación de las bacterias desde el biofilm es el proceso 

que menos se conoce (Lasa y Leiva, 2005). En el proceso de liberación son varios 

los factores que pueden contribuir al desprendimiento del biofilm: enzimas que 

degradan la matriz, los niveles de nutrientes y las señales de quorum-sensing. Así 

mismo, las fuerzas mecánicas asociadas con el flujo de fluidos también se han 

investigado como agentes potenciales para eliminar las bacterias adsorbidas de las 

superficies (Jang et al., 2017). 

Hoy día sabemos que los biofilms no son una rareza, sino que más bien 

representan una forma habitual de crecimiento de las bacterias en la naturaleza y 

su presencia ejerce un enorme impacto en diversos aspectos de la vida humana, 

con múltiples implicaciones tanto sanitarias como tecnológicas. Estas 

 

Figura 11. Esquema de las diferentes etapas de la formación de biofilms de 
células bacterianas.  

1: adherencia; 2: crecimiento; 3: maduración; 4: dispersión.  

4 

Células bacterianas 
primarias 

1 2
2 
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repercusiones son especialmente importantes en el ámbito de la Industria 

Alimentaria, donde su control y eliminación puede representar un problema. Para 

conseguir controlar este problema, cada industria debería involucrarse en la 

investigación y desarrollar su propia tecnología, dependiendo de las variables 

inherentes a sus procesos (Domínguez et al., 2010). 

 

Tabla 6. Mecanismos asociados con el incremento de la resistencia a biocidas 
y antibióticos de las bacterias de los biofilms (Capita y Alonso-Calleja, 2013). 

 
- Disminución de la difusión de las moléculas activas a través del biofilm debido a la matriz 
polimérica extracelular. 
 
- Elevada concentración de bacterias en el biofilm. 
 
- Modificación del estado fisiológico: disminución del metabolismo y del ritmo de crecimiento. Las 
poblaciones que crecen más lentamente son más resistentes. 
 
- Alteración de la permeabilidad de la membrana por el descenso de la síntesis de porinas. 
 
- Inducción de operones de multi-resistencia y de la síntesis de bombas de expulsión. 
 
- Superproducción de enzimas capaces de degradar los compuestos antimicrobianos. 

 

 

2) Cambios en la permeabilidad celular. 

La forma más común de resistencia a los antibióticos se debe a la estructura 

y composición de las membranas bacterianas, que pueden actuar como barreras, 

ya sea de forma natural o a través de mecanismos de resistencia adquiridos. Esta 

barrera limita la cantidad de antimicrobiano que entra en la célula, disminuyendo 

así la eficacia de la concentración antimicrobiana. Se han publicado varios trabajos 

sobre la disminución de la eficacia del biocida después de producirse cambios en 

las proteínas de la membrana bacteriana (Winder et al., 2000), en la composición 

de ácidos grasos (Álvarez-Ordóñez et al., 2008), fosfolípidos (Boeris et al., 2007), 

o lipopolisacáridos de las membranas bacterianas. Por ejemplo, la resistencia de 

E. coli a antibióticos β-lactámicos puede producirse por cambios en las porinas de 

la membrana externa (IFT, 2006).  

Existen diferencias en la composición de la envoltura celular de las bacterias, 

y en especial en la cantidad del peptidoglicano. Las bacterias Gram-negativas, 
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además de una capa pequeña de peptidoglicano, presentan unas estructuras de 

membrana consistentes en lipopolisacáridos y lipoproteínas anclados al 

peptidoglicano junto con grandes proteínas de membrana externa llamadas porinas 

(outer membrane porins, OMP). Estas porinas varían en número y tamaño y 

funcionan como canales acuosos que generan una ruta hidrofílica a través de la 

estructura de la membrana hacia el espacio periplásmico. La resistencia intrínseca 

de algunas enterobacterias se relaciona con la poca cantidad de moléculas de 

porina, con las mutaciones que tienen lugar por la alteración de la forma y el número 

de las ya existentes, lo cual va a influir en la permeabilidad a los antibióticos, 

provocando diversos tipos de resistencia a través de la membrana (Cabrera et al., 

2007). 

3) Bombas de expulsión.  

Las bombas de expulsión representan el mecanismo de resistencia a biocidas 

más frecuente, y contribuyen a la expulsión al exterior de sustratos naturales como 

metabolitos intermediarios, moléculas de señalización intercelular, etc. (Webber y 

Piddock, 2003). Las bombas de expulsión son generalmente de expresión 

constitutiva y se encuentran codificadas en el cromosoma bacteriano, aunque se 

han descrito también en plásmidos (Piddock, 2006). Los genes y proteínas de las 

bombas de expulsión están presentes tanto en bacterias susceptibles a antibióticos 

como en bacterias resistentes a los mismos. Algunos sistemas pueden ser 

inducidos por sus sustratos para que una cepa aparentemente susceptible pueda 

sobreproducir una bomba y se vuelva resistente. La resistencia a los 

antimicrobianos provocada por una mutación en la bomba de expulsión se debe a 

uno de dos mecanismos: o bien (i) aumenta la expresión de la proteína de la bomba 

de expulsión o bien (ii) la proteína contiene una sustitución de aminoácidos, lo cual 

va a favorecer que la proteína sea más eficiente en la exportación. En cualquier 

caso, la concentración intracelular del sustrato antimicrobiano se reduce y el 

organismo se vuelve menos susceptible a ese agente. Las bombas de expulsión 

pueden ser específicas para un sustrato o pueden transportar una gama de 

compuestos estructuralmente diferentes (incluidos los antibióticos de múltiples 

familias) (Piddock, 2006). 

Hay 5 familias principales de sistemas de eflujo –bombas de expulsión- 

(Figura 12) que pueden provocar la disminución de la sensibilidad a los diferentes 
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agentes antimicrobianos:  familia RND (“Resistance Nodulation-Cell Division”), 

familia MSF (“Major Facilitator Superfamily”), familia SMR (“Staphylococcal 

multiresistance”), familia MATE (“Multidrug and Toxic compound Extrusion”) y 

familia de transportadores ABC (“ATP binding cassette”). Todas estas familias 

están presentes en bacterias Gram-negativas (Putman et al., 2000). 

Finalmente, señalar que muchas bacterias han adquirido resistencia a 

diferentes clases de antibióticos no relacionados (bacterias multi-resistentes). El 

principal mecanismo de esta multi-resistencia es la presencia de bombas de 

expulsión inespecíficas, capaces de excretar un amplio rango de compuestos 

tóxicos para la bacteria, incluyendo antibióticos y biocidas. Existen varios tipos de 

transportadores, el transportador simple que cataliza el eflujo a través de la 

membrana citoplasmática (MC) en bacterias Gram-positivas, energizado por 

gradientes de protones (MSF–SMR) o bien por hidrólisis de ATP (ABC), el 

transportador simple en bacterias Gram-negativas que excretan los sustratos 

hacia el espacio periplásmico (MSF-SMR). El transportador multicompuesto tipo 

RND en bacterias Gram-negativas, energizado por gradiente de protones y 

estructura tripartita con canales de membrana externa (canal ME) y proteínas de 

fusión periplásmica. El transportador multicompuesto tipo MSF en bacterias 

Gram-negativas y el transportador multicompuesto tipo ABC energizado por 

hidrólisis de ATP (Marchetti et al., 2011). 

El sistema de transporte RND es el usado con mayor frecuencia por algunas 

bacterias, el cual posee un papel crucial en la resistencia intrínseca a antibióticos 

utilizados clínicamente como los ß-lactámicos (excepto imipenem), 

fluoroquinolonas, tetraciclinas, macrólidos, cloranfenicol, novobiocina y trimetoprim 

(Munita y Arias,  2016) 
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Figura 12. Comparación de las cinco familias de las bombas de expulsión (Adaptada de 

Piddock, 2006). 

 

4) Inactivación enzimática.  

A través de la evolución de los microorganismos se han ido seleccionando 

verdaderos mecanismos de defensa frente a los efectos tóxicos de los 

antimicrobianos y otros fármacos. Uno de estos mecanismos involucra la 

producción de enzimas hidrolíticas capaces de inactivar directamente al 

antimicrobiano en cuestión como es el ejemplo de las β-lactamasas, en las que se 

produce la hidrólisis del anillo β-lactámico, o bien enzimas que transforman la 

molécula en un derivado sin actividad intrínseca, como ocurre con las enzimas que 

fosforilan o acetilan los aminoglucósidos (Marchetti et al., 2011). 

Se ha observado también este mecanismo de resistencia en el caso de 

diferentes biocidas (p. ej., algunas sales, parabenos o aldehídos) (Committee on 

Emerging and Identified Health Risks, 2009) 
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5) Modificación o superproducción de los lugares diana.  

Se produce la modificación del receptor intracelular cuando el target o lugar 

diana del antibiótico es alterado o modificado en la bacteria, lo cual va a provocar 

una pérdida del sitio de unión y, en consecuencia, se pierde el efecto antibacteriano 

del compuesto. Algunos ejemplos de este mecanismo consisten en la modificación 

de las proteínas de anclaje de las penicilinas (PBP), observadas en ciertos tipos de 

resistencia a estos antibióticos, alteraciones ribosómicas que pueden producir 

resistencia a los antibióticos aminoglucósidos, macrólidos o tetraciclinas, y 

modificaciones de la enzima ADN-girasa, que dan lugar a la resistencia a las 

fluoroquinolonas (Alanis, 2005). 

6) Adquisición de rutas metabólicas alternativas.  

Algunos grupos de antibióticos actúan sobre enzimas que participan en 

determinadas rutas metabólicas. Las bacterias resistentes son capaces de 

desarrollar una vía metabólica nueva para eludir la acción del antimicrobiano. Las 

sulfonamidas y el trimetoprim van a interferir con la biosíntesis bacteriana del ácido 

fólico, que es una vitamina esencial para los microorganismos. Las sulfonamidas 

son análogos estructurales del para-aminobenzoato (PABA), necesario para la 

síntesis de dihidropteroato sintetasa, enzima que participa en la producción de 7, 

8-dihidropteroato (una etapa clave en la síntesis de folato). De esta forma, las 

sulfamidas producen una inhibición competitiva de la síntesis de ácido fólico. El 

trimetoprim, por su parte, inhibe de forma selectiva la enzima dihidrofolato 

reductasa, evitando así la transformación de dihidrofolato en tetrahidrofolato (un 

derivado del ácido fólico). Al final en ambos casos se frena la síntesis de ADN. La 

resistencia de las bacterias a estos antibióticos se basa en la adquisición de la 

capacidad para sintetizar dihidropteroato sintetasa y dihidrofolato reductasa 

modificadas, con una afinidad reducida por las sulfonamidas y el trimetoprim, 

respectivamente (Capita y Alonso-Calleja, 2013). 

3.2.3.  Bases genéticas de la resistencia a antibióticos.  

Las bacterias presentan una versatilidad genética notable que les permite 

responder frente a una amplia gama de amenazas ambientales, entre las que se 

incluyen la presencia de moléculas de antibióticos que pueden poner en peligro su 

existencia. Las bacterias que comparten el mismo nicho ecológico con los 
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organismos productores de antimicrobianos han desarrollado diversos mecanismos 

para resistir el efecto de la molécula antibiótica dañina y, en consecuencia, su 

resistencia intrínseca les permite prosperar en su presencia. Desde una perspectiva 

evolutiva, las bacterias utilizan dos factores genéticos principales para adaptarse a 

la acción de los antibióticos, a) mutaciones en genes asociados a menudo con el 

mecanismo de acción del compuesto, y b) adquisición de ADN desconocido que 

codifica determinantes de resistencia a través de la transferencia horizontal de 

genes (Munita, 2016). 

La resistencia intrínseca o natural (innata) es la capacidad de un 

microorganismo para resistir la actividad de un compuesto antimicrobiano particular 

al poseer unos genes determinados en su cromosoma; dicha resistencia está 

relacionada con la fisiología general o la anatomía de un microorganismo. Un 

ejemplo es la resistencia natural de las bacterias Gram-negativas a la vancomicina. 

Algunas especies de bacterias poseen resistencia intrínseca a una o más clases de 

compuestos antimicrobianos como es el caso de Salmonella enterica, la cual 

presenta este tipo de resistencia frente a la bencilpenicilina, oxacilina, antibióticos 

macrólidos excepto azitromicina, rifampicina, lincosamidas, estreptograminas, 

glicopéptidos y ácido fusídico (Stock y Wiedemann, 2000). Cuando las especies 

bacterianas presentan este tipo de resistencia natural a uno o más antimicrobianos, 

todas las cepas de esa misma especie presentan una resistencia similar a los 

mismos (Capita y Alonso-Calleja, 2013; Dowling et al., 2017; Tenover, 2006). 

Este tipo de resistencia se denomina también insensibilidad o 

insusceptibilidad, ya que tiene lugar en organismos que nunca han sido 

susceptibles al compuesto (Capita y Alonso-Calleja, 2013). Dicha insensibilidad 

natural puede deberse a la ausencia de lugares diana para el antimicrobiano, a la 

dificultad del compuesto para acceder al interior de la célula bacteriana, o a la 

expulsión del compuesto mediante bombas de expulsión (Giguère et al., 2006). 

La resistencia adquirida tiene lugar cuando las bacterias originalmente 

susceptibles alcanzan un mayor o menor grado de resistencia a un agente 

antimicrobiano. Este tipo de resistencia puede ser debida a diferentes mecanismos, 

como la síntesis de enzimas que inactivan el compuesto (p. ej., β-lactamasas que 

confieren resistencia frente a los antibióticos β-lactámicos), la modificación 

mutacional del target o lugar diana (p.ej., modificaciones en la ADN topoisomerasa, 
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que confiere resistencia a quinolonas), la impermeabilidad de la superficie celular 

(p. ej., pérdida de las proteínas porinas de la membrana externa que confiere 

resistencia al carbapenem) o la expulsión del compuesto al medio extracelular (p. 

ej., bombas de expulsión que confieren resistencia a la penicilina). La mayoría de 

los microorganismos resistentes a los antibióticos han emergido como resultado de 

modificaciones genéticas, conseguidas mediante mutaciones espontáneas 

ventajosas o por la adquisición de material genético por transferencia horizontal 

desde otras células (Cabrera et al., 2007; Capita y Alonso-Calleja, 2013). 

 Mutaciones. 

La variación de las tasas de mutación en respuesta a factores ambientales es 

una antigua predicción de la genética de poblaciones y ha sido confirmada por 

diferentes estudios en las poblaciones bacterianas. Los diferentes tipos de estrés 

inducen diferentes tipos de mutaciones, lo que respalda la opinión de que el 

aumento de la tasa de mutación bajo estrés es una respuesta adaptativa. Un 

inconveniente de la adaptación mutacional es que las mutaciones suelen ser 

perjudiciales y su acumulación en una población puede disminuir la aptitud. De 

hecho, las poblaciones bacterianas con altas tasas de mutación se adaptan 

rápidamente a un entorno determinado, pero a largo plazo son superadas por los 

no mutantes. Esta pérdida de aptitud a largo plazo puede contribuir a explicar la 

emergencia evolutiva de estrategias no mutacionales que adoptan las poblaciones 

bacterianas para hacer frente a los desafíos ambientales (Urdaneta et al., 2019).  

La resistencia por mutación se produce con una frecuencia baja (del 1% al 

2%) y al azar, según el tipo de bacterias y las características ambientales. La 

contribución del antibiótico es seleccionar los mutantes que aparecen en la 

población bacteriana sensible. La elevada tasa de replicación de las bacterias 

implica que las resistencias se estén generando de forma continua. Como 

consecuencia de la rareza de estos acontecimientos, la utilización de una 

combinación de antibióticos parecía poder prevenir la emergencia de mutantes 

resistentes al no dejar ningún superviviente. En algunos casos, determinadas 

mutaciones cromosómicas pueden conferir resistencia simultánea a varios 

antibióticos pertenecientes a familias diferentes, haciendo inútil la aplicación de una 

terapia antibiótica múltiple. La causa de esta multirresistencia es la mutación que 

modifica las porinas, afectando así al paso de estos antibióticos a través de la pared 
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bacteriana y provocando la impermeabilidad de la célula bacteriana. Este tipo de 

resistencia se da con particular frecuencia en algunas enterobacterias como 

Klebsiella, Enterobacter y Serratia (Coque et al., 2002). La adquisición de 

resistencia a un antibiótico es beneficiosa para la bacteria cuando se encuentra en 

presencia del compuesto, pero implica para ella un “coste biológico”. Esta pérdida 

de “fitness” bacteriano (definido como la capacidad de la bacteria de sobrevivir o 

replicarse) que se refleja en una disminución de su velocidad de crecimiento tanto 

in vivo como in vitro, respecto a las bacterias sensibles, en ausencia del antibiótico, 

se refleja también en una disminución en la tasa de transmisión. Sin embargo, en 

ocasiones se producen, de forma aleatoria, “mutaciones compensatorias” que 

permiten a la bacteria resistente incrementar su ritmo de crecimiento, de forma que, 

en ausencia del antibiótico, la bacteria resistente no estaría desfavorecida respecto 

a la bacteria sensible. Estos mecanismos compensatorios permiten a las bacterias 

resistentes persistir incluso en ausencia de presión selectiva. 

Este “coste biológico” se encuentra entre los factores más importantes que 

determinan tanto la tasa como el grado de aparición de la resistencia (Kempf y 

Zeitouni, 2012; Zur Wiesch et al., 2010) 

 Transferencia horizontal.  

La transferencia de genes entre bacterias permite una difusión rápida y 

extensa de la información genética y es el mecanismo principal mediante el cual las 

bacterias han adquirido mecanismos de resistencia a los antibióticos y de virulencia. 

Se producen estas transferencias tanto en bacterias Gram-positivas como Gram-

negativas y se califican como horizontales, ya que se dan con independencia de 

todo mecanismo de reproducción. Cuando el fenómeno se presenta durante la 

reproducción bacteriana se habla de transferencia génica vertical. Las bacterias 

son muy eficientes para propagar la resistencia a antibióticos debido a su capacidad 

para multiplicarse con rapidez, transfiriendo los genes de resistencia a su progenie 

durante la multiplicación celular. Además, los genes pueden pasar a otras células 

bacterianas mediante determinadas plataformas genéticas de transferencia 

horizontal, tales como la transducción, la transformación y la conjugación 

(Emamalipour et al., 2020) (Figuras 13-14). La transferencia horizontal puede 

ocurrir en cualquier ambiente, particularmente cuando las cargas bacterianas son 

altas, por ejemplo, en el suelo, en plantas de tratamiento de aguas residuales, y en 
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el microbioma intestinal de seres humanos y animales. El intercambio de genes a 

través del mecanismos de transferencia horizontal contribuye de manera 

importante a la difusión global de genes de resistencia a antibióticos (McInnes et 

al., 2020). 

Conjugación. Es el mecanismo más común y con mayor relevancia de 

transmisión de la resistencia entre bacterias. Este mecanismo normalmente está 

mediado por plásmidos (fragmentos circulares de ADN) que son más simples que 

el ADN cromosómico y pueden replicarse independientemente del cromosoma. El 

mecanismo de transmisión de plásmidos entre bacterias tiene lugar a través de la 

formación de un “pilus” (una estructura tubular hueca) que se forma entre las 

bacterias cuando están próximas, conectándolas temporalmente y permitiendo el 

paso de estos fragmentos de ADN. Mediante este mecanismo se transfiere el ADN 

de una bacteria donante a una bacteria receptora por medio de un mecanismo que 

implica un estrecho contacto celular (Alanis, 2005).  

Este modo de transferencia ha sido descrito en casi la totalidad de las 

especies bacterianas y es responsable de la mayoría de transferencias 

horizontales. Su mecanismo es singular, de modo que uno solo de los dos 

filamentos de ADN del cromosoma bacteriano se transmite de la bacteria donante 

a la bacteria receptora. Esta última adquiere la resistencia a través de la hebra 

transferida mientras que la donante conserva esta misma propiedad a través de la 

información contenida en la hebra conservada. Ambas bacterias, la donante y la 

receptora, sintetizan de nuevo la hebra complementaria, de modo que al final de la 

conjugación cada uno de los microorganismos posee una doble hebra de ADN, lo 

que amplia notablemente la resistencia. Aunque es posible un amplio espectro de 

posibilidades de conjugación, la transferencia de un gen de resistencia entre dos 

géneros patógenos será más eficaz cuanto menor sea la diferencia genética entre 

las bacterias implicadas. Aun así, se han demostrado transferencias horizontales 

de genes de resistencia entre bacterias Gram-positivas a las Gram-negativas 

(Durich, 2000). Los elementos genéticos móviles, como los plásmidos y los 

elementos integradores y conjugativos, se transfieren de una bacteria a otra.  Entre 

los elementos conjugativos, los plásmidos conjugativos son posiblemente los más 

relevantes para la propagación de genes de resistencia a antibióticos, ya que tienen 

el potencial de portar múltiples genes de resistencia y, además, los plásmidos 



Introducción y Antecedentes 
 

61 
 

conjugativos con frecuencia portan genes, distintos de los genes de resistencia a 

antibióticos, que contribuyen a la aptitud microbiana, por ejemplo, mediante la 

codificación de nuevas rutas metabólicas, la tolerancia a desinfectantes o metales 

pesados, como queda representado de forma esquematizada en la Figura 14. Por 

tanto, los determinantes de la resistencia a los antibióticos pueden co-seleccionarse 

en una variedad de condiciones, ya que comparten una plataforma genética con 

otros determinantes de la aptitud bacteriana (McInnes et al., 2020). Los plásmidos 

son fragmentos circulares de ADN bicatenario de longitud variable que contienen 

genes de resistencia y poseen la capacidad de replicarse en forma independiente 

del sistema de duplicación del material genético de la bacteria. Una bacteria puede 

albergar varios plásmidos y también es posible que un mismo plásmido vehicule 

varios genes de resistencia, en cuyo caso un solo plásmido puede determinar en 

un hospedador la resistencia a cinco o seis familias de antibióticos, de modo que 

permite a la bacteria hacerse multirresistente en una sola etapa (Durich, 2000). 

Diversos estudios epidemiológicos han demostrado que los plásmidos pueden 

adquirir sucesivamente diferentes genes de resistencia. Esto es posible por la 

existencia de transposones, que son secuencias de ADN de doble cadena que 

albergan uno o varios determinantes de resistencia a los antibióticos y pueden ser 

translocados, como unidades independientes, entre un cromosoma y un plásmido, 

o entre plásmidos distintos dentro de una bacteria. Estos elementos génicos poseen 

un sistema de recombinación propio que les permite el intercambio aleatorio entre 

secuencias no homólogas de ADN, insertando así genes de resistencia en el 

cromosoma. De hecho, permiten la translocación de los genes de resistencia del 

cromosoma bacteriano a un plásmido o de un plásmido a otro de tal forma que se 

amplían enormemente las posibilidades de transferencia de la información. El 

transposón participa activamente en la diseminación de genes entre bacterias 

filogenéticamente alejadas (Partridge et al., 2018). 
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Figura 13. Cuando una bacteria capta un plásmido, los genes en el plásmido pueden 
darles diferentes fenotipos. Por ejemplo, este plásmido codifica un gen de proteína 
verde fluorescente que hace que la bacteria sea verde fluorescente (Cómic de Maya 

Kostman, Cecchetelli, 2019). 

 

Transformación. La transformación es un mecanismo que permite la 

adquisición y la incorporación de ADN exógeno desnudo. En este caso un 

fragmento de ADN presente en el medio externo es captado por la bacteria. Cuando 

las bacterias mueren y su membrana ha sido más o menos destruida liberan 

fragmentos de ADN que pueden ser captados por otras bacterias. Este modo de 

transferencia de genes es bastante generalizado y se ha descrito en algunas 

bacterias Gram-negativas pertenecientes a los géneros Acinetobacter, 

Campylobacter, Haemophilus y Neisseria y en algunas bacterias Gram-positivas 

pertenecientes a los géneros Bacillus y Streptococcus. Con la excepción notable 

de Neisseria y Haemophilus, en los que el ADN sólo penetra en la bacteria en forma 

de pequeños fragmentos de nucleótidos específicos del género, la transformación 

permite una mezcla de informaciones genéticas entre bacterias muy distantes en el 

plano filogenético. A diferencia de otros mecanismos que dependen de parámetros 

más específicos, la información transmitida por el mecanismo de transformación es 
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de carácter universal y puede ser asimilada por cualquier bacteria, incluso permite 

la creación de genes quimeras muy resistentes a los antibióticos (Durich, 2000; 

McInnes et al., 2020). 

Transducción. La transducción es un tercer mecanismo de transferencia 

genética y ocurre a través del uso de un ''vector''. Dicho vector es un virus 

bacteriano, es decir, un bacteriófago que es capaz de transferir un fragmento de 

ADN de una bacteria a otra. El virus bacteriano, al ingresar en la bacteria 

susceptible, induce una nucleasa que fragmenta el cromosoma bacteriano a la vez 

que se forma el ADN vírico y sus proteínas de envoltura. Algunas de estas proteínas 

incluyen ADN fragmentado bacteriano que al infectar a una nueva bacteria puede 

introducir algunos nuevos genes, entre ellos los causantes de la resistencia 

bacteriana a los antibióticos. La transducción es un mecanismo de transferencia 

muy eficaz, pero debido a la estrecha especificidad de la relación virus-bacteria está 

limitada a intercambios entre microorganismos filogenéticamente próximos, 

fundamentalmente pertenecientes al mismo género (Alanis, 2005; McInnes et al., 

2020). 
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Figura 14. Transferencia horizontal de genes entre bacterias (Adaptada de Furuya y 

Lowy, 2006). 
 

La mutación, la recombinación y la transferencia horizontal de genes son los 

mecanismos más importantes de la evolución bacteriana. Las bacterias utilizan 

sistemas para captar y acumular y movilizar genes de resistencia a antibióticos, 

tales como: los integrones (Figura 15) que son piezas genéticas con capacidad 

para captar genes que codifican determinantes de resistencia a antibióticos y 

determinantes con otras funciones; se han diseminado ampliamente entre las 

especies de la familia Enterobacteriaceae y otras bacterias Gram-negativas. Los 
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integrones, en su forma más sencilla, están formados por tres elementos 

necesarios para la captura y expresión de genes exógenos (casetes): uno que 

codifica una integrasa (intI), el otro es el lugar de recombinación sitio-específico 

(attI) y, por último, un promotor (Pant) para la expresión de los genes casetes 

integrados. Los genes (exógenos) que se incorporan a los integrones presentan 

una estructura particular y se han denominado genes casete. La integración se 

produce por un mecanismo de recombinación sitio-específico (Mosquito et al., 

2011; Partridge et al., 2018; Sabaté y Prats, 2002), y van a conferir resistencia a 

una amplia gama de compuestos antibacterianos, tales como antibióticos β-

lactámicos, aminoglucósidos, trimetoprim, sulfonamidas, fenicoles, tetraciclinas, 

rifampicina, eritromicina y quinolonas. Se han identificado varios elementos 

genéticos que participan en la transferencia de genes de resistencia, de los cuales 

los más conocidos son los plásmidos autotransferibles o movilizables. También se 

incluyen los transposones conjugativos y no conjugativos (González et al., 2004). 

Existen, además, otros sistemas de movilización que favorecen la 

diseminación de genes de resistencia, como son las islas genómicas, las 

secuencias de inserción comunes o la movilización mediada por fagos. La 

estrategia más eficiente y habitual de transferencia genética es el paso de 

plásmidos (moléculas de ADN extracromosómico que replican de forma 

independiente al cromosoma) o transposones conjugativos (secuencias de ADN 

con gran capacidad de movimiento que pueden moverse entre diferentes partes del 

genoma bacteriano, pueden localizarse tanto en el cromosoma bacteriano como en 

los transposones) de una bacteria donante a otra bacteria receptora (Alanis, 2005). 

 
Figura 15. Estructura básica de un integron (Adaptada de Pinilla et al., 2006). 
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La transferencia horizontal de genes de resistencia dentro del Sistema 

Alimentario va a suponer un peligro tanto directo como indirecto para el consumidor. 

El peligro directo está relacionado con la presencia en los alimentos de 

microorganismos patógenos resistentes, los cuales tienen la capacidad de provocar 

infección por ingestión o manipulación (Manyi-Loh et al., 2018). El peligro indirecto 

se debe a la posibilidad de transferencia horizontal de elementos genéticos móviles 

(plásmidos, transposones o integrones con genes de resistencia a antibióticos) 

desde bacterias no patógenas (comensales, probióticas o tecnológicas) hasta 

bacterias patógenas, transferencia que podría producirse en cualquier punto a lo 

largo de la cadena alimentaria (Lester et al., 2006). La contribución relativa de cada 

etapa a este peligro indirecto de momento es casi desconocida, pero aun así los 

investigadores destacan la importancia del tracto intestinal de seres humanos y 

animales en la transferencia horizontal de los elementos genéticos involucrados en 

la resistencia a antibióticos (Capita González, 2013; Li et al., 2010; Rolain, 2013).  

3.2.4. Causas de la resistencia a antibióticos. 

La resistencia a los antimicrobianos se ha convertido en uno de los principales 

problemas de Salud Pública del siglo XXI, que amenaza la prevención y el 

tratamiento eficaces de una gama cada vez mayor de infecciones causadas por 

bacterias, parásitos, virus y hongos que ya no son sensibles a los medicamentos 

comunes utilizados para tratarlos. Durante varias décadas, en diversos grados, las 

bacterias que causan infecciones comunes o graves han desarrollado resistencia a 

cada nuevo antibiótico que llega al mercado. Ante este escenario, es necesario  

actuar para evitar una crisis mundial en el sitema sanitario (Prestinaci et al., 2015) 

El desarrollo de resistencia a antibióticos es un proceso esencialmente de 

selección darwiniana (Rosenblatt-Farrell, 2009), que en su mayoría produce ligeras 

disminuciones en la susceptibilidad a los antibióticos, junto con fenotipos que no se 

caracterizan precisamente como "resistencia"; y cambios repentinos, desde la total 

susceptibilidad a la total resistencia, que son impulsados por una amplia gama de 

mecanismos horizontales de transferencia de genes. Cuando las poblaciones 

microbianas se someten a un factor de estrés, como puede ser la presencia de un 

compuesto antimicrobiano, únicamente se va a producir la inactivación de aquellas 

bacterias que son susceptibles frente a la actividad del antimicrobiano utilizado. 

Debido a la presión selectiva, las bacterias resistentes van a sobrevivir y 
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multiplicarse, originando una progenie también resistente. Así, al cabo de un 

tiempo, la población original habrá sido sustituida por una población de 

microorganismos resistentes. Cuando los antimicrobianos se usan de forma 

incorrecta (por ejemplo, a dosis excesivamente bajas) aumentan las probabilidades 

de que las bacterias sobrevivan y se multipliquen. 

El uso de antibióticos (tanto en poblaciones animales como en seres 

humanos) es un factor crítico para la selección de resistencias. Además, la Industria 

Alimentaria puede desempeñar un papel clave en la emergencia y diseminación de 

resistencia a antibióticos, por ejemplo, a través del uso de biocidas (Capita y 

Alonso-Calleja, 2013). Los microorganismos resistentes, tanto patógenos como 

alterantes, pueden transmitirse a los seres humanos por contacto directo o por el 

consumo de alimentos contaminados. Los alimentos son la vía más importante, 

desde el punto de vista cuantitativo, de transmisión de bacterias resistentes a 

antibióticos y de genes de resistencia de los animales al hombre, especialmente 

cuando no se respetan unas adecuadas prácticas higiénicas a lo largo de la cadena 

alimentaria (Van Den Bogaard y Stobberingh, 2000). En los últimos años se han 

incorporado pocos antibióticos al arsenal terapéutico y existe la necesidad de 

nuevos compuestos, debido a que los niveles de multirresistencia están 

aumentando en las bacterias. En casos de salmonelosis humana se ha detectado 

una alta tasa de resistencia a antibióticos como la ampicilina, sulfonamidas y 

tetraciclinas, mientras que la resistencia a las cefalosporinas de tercera generación 

es, en principio, baja. En cepas de Salmonella y Escherichia coli aisladas de pollos 

de engorde, pavos de engorde y su carne, la resistencia a la ampicilina, 

fluoroquinolonas, tetraciclinas y sulfonamidas se ha detectado frecuentemente. En 

los últimos años se ha detectado resistencia a la colistina, aunque en bajos niveles, 

en Salmonella y E. coli en carne de aves de corral y en Salmonella procedente de 

casos clínicos humanos (EFSA-ECDC, 2017, 2019). 

Por otro lado, se debe tener presente la relación existente entre la resistencia 

a los antimicrobianos y la virulencia bacteriana, y la propagación de clones que 

combinan múltiples resistencias a los antibióticos y presentan un alto nivel de 

virulencia.  También se debe tener en cuenta que los elementos genéticos móviles 

suelen portar tanto determinantes de resistencia como genes moduladores de la 

virulencia, lo que favorece la co-selección de ambos rasgos (Carlson et al., 2007; 
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Doyle y Erickson, 2006; Giraud et al., 2017). Todo incremento de la virulencia en 

bacterias patógenas va a suponer un peligro adicional, pudiendo afectar 

negativamente al resultado del tratamiento. 

Un motivo especial de preocupación lo constituye el marcado incremento que 

en los últimos años ha experimentado la prevalencia de cepas multirresistentes y, 

sobre todo, de microorganismos panresistentes (con resistencia a todos los 

antibióticos disponibles), que suponen uno de los principales desafíos sanitarios del 

Siglo XXI. 

 

4. Justificación y objetivos 
La carne de aves de corral es el producto cárnico de mayor producción a nivel 

mundial y la segunda actividad cárnica mayoritaria en España, destacando la carne 

de pollo, que representa aproximadamente el 90% del total de la misma. Constituye, 

además, uno de los alimentos más consumidos a nivel mundial (FAOSTAT, 2018). 

Todo esto motiva que tanto para el Consumidor, como para la Industria y la 

Administración sea de vital importancia un estricto control de la calidad 

microbiológica, fisicoquímica y sensorial. Las poblaciones bacterianas en las 

canales de pollo están determinadas por el tipo de poblaciones de bacterias en el 

tracto gastrointestinal de las aves en la granja, así como de las bacterias que se 

agregan cuando se maneja el ave antes de su sacrificio y durante el faenado 

(Heredia y García, 2018; Thames y Sukumaran, 2020). 

La presencia de Salmonella, Campylobacter y Listeria monocytogenes, tanto 

en aves como en sus canales, causa preocupación desde el punto de vista 

productivo y desde el punto de vista de la Seguridad Alimentaria, ya que son los 

responsables de la mayoría de los brotes que se producen y declaran. 

Para el control de Salmonella en los alimentos se emplean los datos derivados 

de la notificación obligatoria de los Estados Miembros según el Reglamento 

2073/2005 de la UE sobre criterios microbiológicos. Estos datos son comunicados 

a la EFSA en relación con el cumplimiento de los criterios microbiológicos de 

Salmonella, lo cual permite hacer resúmenes descriptivos y monitorizar las 

tendencias a nivel  de la Unión Europea (EFSA-ECDC, 2017). 
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La salmonelosis es una de las infecciones alimentarias más importantes en 

Europa, donde alcanzó en el año 2018 una ratio de 20,1 casos por cada 100.000 

habitantes (91.857 casos confirmados) (EFSA-ECDC, 2019). Siendo los cinco 

serovares notificados más relevantes S. Enteritidis, S. Typhimurium, S. 

Typhimurium variante monofásica 1,4,[5],12:i:-, S. Infantis y S. Newport (Cheng et 

al., 2019). 

La resistencia a los antibióticos constituye un problema creciente y de gran 

importancia en todo el mundo. La dificultad para tratar las infecciones por bacterias 

resistentes a antibióticos implica unos costes adicionales considerables para los 

servicios de salud, además de tener un impacto importante en términos de 

morbilidad y mortalidad (Capita y Alonso-Calleja, 2013). Las infecciones por 

salmonelas cursan como una gastroenteritis autolimitada, si bien el tratamiento 

antibiótico es requerido en casos graves, en pacientes inmunodeprimidos, con 

factores predisponentes de riesgo o en edades avanzadas (Nadi et al., 2020). En 

este escenario, las cepas de Salmonella que presentan resistencia a antibióticos 

suponen un problema importante para la Salud Pública, al quedar invalidados como 

opción terapéutica muchos de los antibióticos que se usan de forma habitual en la 

práctica clínica. 

Resulta preocupante el incremento de aislamientos de Salmonella enterica 

resistentes a algunos de los antibióticos utilizados para el tratamiento, en particular 

amoxicilina/ácido clavulánico (AMC), cefalosporinas de tercera generación o 

fluoroquinolonas. Además, es frecuente la aparición de multirresistencias (EFSA-

ECDC, 2017). Los genes que confieren resistencia a ciertos antibióticos, en 

bacterias filogenéticamente no relacionadas, demuestran ser idénticos, incluso en 

bacterias Gram-positivas y Gram-negativas (González et al., 2004). La 

diseminación de este tipo de resistencias de manera horizontal está mediada por 

elementos genéticos móviles, como plásmidos, transposones e integrones. 

El empleo de tratamientos antimicrobianos o descontaminantes es frecuente 

para reducir los niveles de microorganismos patógenos o alterantes en la carne o 

en la industria alimentaria. Algunos de los más frecuentemente empleados son el 

fosfato trisódico, el nitrito sódico y el hipoclorito sódico. 

Investigaciones recientes sugieren que existe un vínculo directo entre la 

tolerancia a los biocidas y la resistencia a los antibióticos, ya que los mecanismos 
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que contribuyen a ambos, son similares; por ejemplo, los cambios en la 

permeabilidad celular o la síntesis de las bombas de expulsión (Alonso-Calleja et 

al., 2015; Alonso-Hernando et al., 2010; Capita et al., 2014, 2019; Ortega Morente 

et al., 2013). En esta línea, estudios previos realizados en enterobacterias 

(Escherichia coli y Salmonella enterica) ponen de manifiesto que la exposición 

repetida a dosis subinhibitorias de desinfectantes desencadena una adaptación de 

las poblaciones bacterianas a los biocidas, al tiempo que modifica el patrón de 

resistencia a los antibióticos de las cepas (Alonso-Hernando et al., 2009; Capita y 

Alonso-Calleja, 2013; Capita et al., 2013, 2019; Humayoun et al., 2018; Sheridan et 

al., 2012). Los biocidas tales como los compuestos de amonio cuaternario, la 

clorhexidina, o el fosfato trisódico, entre otros, se usan ampliamente para prevenir 

la contaminación bacteriana en la Industria Alimentaria, en entornos clínicos y 

agrícolas. Sin embargo, la eliminación de estas bacterias transmitidas por los 

alimentos es difícil debido a la dificultadde alcanzar en todas las zonas las dosis 

adecuadas de los desinfectantes como consecuencia de una limpieza insuficiente 

antes de la desinfección (Gadea et al., 2016; Mavri y Smole Možina, 2013). Bajo 

tales condiciones, las bacterias están expuestas regularmente a concentraciones 

subletales de desinfectantes, y esto puede contribuir a la adaptación de bacterias 

inicialmente susceptibles (Mavri y Smole Možina, 2013). 

Durante el proceso de la adaptación bacteriana a los biocidas pueden darse 

de forma conjunta múltiples mecanismos, tales como la modificación de la 

estructura y composición de la membrana celular, los cambios en la fluidez de la 

membrana, la formación de biopelículas, la adquisición de genes que codifican para 

la síntesis de bombas de expulsión o la sobreexpresión de las bombas de expulsión 

y la biodegradación (Gadea et al., 2016, 2017).  

Entre los mecanismos de resistencia microbiana que se pueden generar 

destaca, en Salmonella, la formación de biofilm, cuya repercusión es especialmente 

importante en el ámbito de la Industria Alimentaria, ya que si fallan los mecanismos 

de control y eliminación estas estructuras pueden representar un problema. Por 

ello, cada industria debería involucrarse en la investigación y desarrollo de su propia 

tecnología dependiendo de las variables inherentes a sus procesos (Domínguez et 

al., 2010). 
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Por todo ello, el objetivo general de esta Tesis Doctoral fue evaluar la 

influencia de la exposición de Salmonella enterica a concentraciones crecientes 

subinhibitorias de tres biocidas de uso habitual en la industria alimentaria, el fosfato 

trisódico, el nitrito sódico y el hipoclorito sódico, sobre la emergencia de resistencias 

a antibióticos y sobre algunos de los posibles mecanismos de resistencia 

desarrollados por las bacterias ante tales circunstancias, como la formación de 

biofilms, la modificación de su hidrofobicidad superficial o la expresión 

incrementada de bombas de expulsión activa. 

Para la consecución de este objetivo general, se han establecido los 

siguientes objetivos específicos: 

• Realizar una caracterización fenotípica y genotípica de resistencia a 

diversos antibióticos y determinar el perfil de virulencia en una colección de 

cepas de Salmonella enterica aisladas de carne de ave. 

• Seleccionar las cepas que resultaron ser más relevantes por poseer un 

mayor número de resistencias o por pertenecer a alguno de los serotipos 

implicados con mayor frecuencia en casos de salmonelosis humana, y 

someterlas a concentraciones subinhibitorias de los biocidas para 

determinar cómo estos tratamientos afectan a sus perfiles fenotípicos y 

genotípicos de resistencia, y a sus factores de virulencia. 

• Por último, determinar, en diferentes serotipos de Salmonella enterica, el 

efecto de la adaptación y/o exposición a los biocidas sobre los mecanismos 

de resistencia, tales como la capacidad de formación de biofilm, cambios 

en la hidrofobicidad de la superficie bacteriana y la actuación de las bombas 

de expulsión, además de determinar cómo estos tratamientos influyen 

sobre su cinética de crecimiento. 
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1. INTRODUCCIÓN 
La salmonelosis es una de las infecciones alimentarias más importantes en 

Europa, donde alcanzó en el año 2018 una incidencia de 20,1 casos por cada 

100.000 habitantes (91.857 casos confirmados). La tendencia durante los últimos 

cinco años de casos de salmonelosis humana se ha estabilizado, si bien es cierto 

que se registró una tendencia decreciente, estadísticamente significativa, de casos 

de salmonelosis durante el período 2008-2014 (EFSA-ECDC, 2015). Aunque se ha 

reducido el número de salmonelosis durante los últimos años, Salmonella enterica 

sigue siendo una de las primeras causas de brotes de enfermedades transmitidas 

por alimentos (CNE-ISCIII, 2017).  

Como puede apreciarse en la Figura I.1, de los serovares responsables de 

casos de salmonelosis humana confirmados, en el año 2016 los dos serovares de 

Salmonella enterica más prevalentes fueron Salmonella Enteritidis y Salmonella 

Typhimurium, que representaron el 57,1% y el 14,3%, respectivamente.  

S. Enteritidis aumentó en comparación con los datos obtenidos en el año 

2015 mientras que S. Typhimurium, incluyendo la variante monofásica S. 

Typhimurium 1,4,[5],12:i:-, disminuyó. Los casos de Salmonella Infantis, el cuarto 

serovar más común, se han mantenido estables durante el periodo 2014-2016 

(EFSA-ECDC, 2019). 

 

Figura I.1. Porcentaje de casos de salmonelosis en UE en función de los serotipos 
de Salmonella enterica durante el periodo 2014-2016 (Fuente: EFSA-ECDC, 2019). 
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Las infecciones alimentarias por Salmonella cursan, habitualmente, como 

una gastroenteritis autolimitante, de manera que el tratamiento antibiótico sólo es 

requerido en casos graves, en pacientes inmunodeprimidos, con factores 

predisponentes de riesgo o en edades avanzadas (Nadi et al., 2020). No obstante, 

es preocupante el incremento de aislamientos de Salmonella enterica resistentes a 

algunos de los antibióticos utilizados para el tratamiento empírico, en particular 

amoxicilina/ácido clavulánico (AMC), cefalosporinas de tercera generación o 

fluoroquinolonas. Además, es frecuente la aparición de resistencias múltiples. En 

2017, el país con un mayor incremento porcentual fue Grecia, debido a que los test 

de susceptibilidad antimicrobiana se centraron en la variante monofásica de S. 

Typhimurium (EFSA-ECDC, 2017). La resistencia a β-lactámicos en Salmonella 

enterica es debida, principalmente, a la adquisición de enzimas β-lactamasas, 

siendo TEM-1, PSE-1 y OXA-1 las más frecuentemente detectadas y relacionadas 

con la resistencia a ampicilina (AMP) y AMC (De Toro et al., 2014, 2010; Güerri et 

al., 2004; Walsh et al., 2008). Se ha demostrado que los genes que confieren 

resistencia a ciertos antibióticos, en bacterias filogenéticamente no relacionadas, 

pueden ser idénticos, incluso en bacterias Gram-positivas y Gram-negativas 

(González et al., 2004). La diseminación de este tipo de resistencias de manera 

horizontal está mediada por elementos genéticos móviles o movilizables, como 

plásmidos, transposones e integrones. Los integrones son sistemas de 

recombinación específicos de sitio, siendo responsables del reconocimiento, 

captura y expresión de casetes génicos (Coque-González, 2005; Stalder et al., 

2012). Los integrones de clase 1 son los más frecuentemente descritos 

presentando, habitualmente, los genes qacE_1 y sul1 en su región 3′-conservada 

(3′-CS), aunque también se han descrito integrones no clásicos carentes de dicha 

región (Sáenz et al., 2004; Stalder et al., 2012). En la actualidad, los integrones de 

resistencia (IR) son considerados los principales responsables de la acumulación y 

diseminación de casetes de resistencia en el genoma bacteriano, habiendo 

despertado un gran interés por su implicación en la resistencia a nuevos 

antibióticos, como cefalosporinas de amplio espectro, carbapenémicos y 

quinolonas. También se han relacionado con la selección y dispersión epidémica 

de clones de determinadas especies bacterianas (Salmonella enterica, Vibrio 

cholerae). Resultando así particularmente atractiva la capacidad de los IR para 

generar estructuras formadas por la asociación de diversos elementos genéticos 
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de resistencia y/o virulencia (Coque-González, 2005). 

La aparición a escala mundial de cepas de S. Typhimurium con fenotipo de 

pentarresistencia ACSSuT (resistencia a ampicilina, cloranfenicol, estreptomicina, 

sulfonamidas y tetraciclina), especialmente del fagotipo DT104 y fagotipos 

relacionados, se ha asociado principalmente con la presencia de los genes blaPSE-

1, floR, aadA2, sul1 y tet(G) localizados en un integrón complejo de clase 1 

denominado In104, el cual forma parte de una isla genómica de 43 kb denominada 

«Salmonella Genomic Island type 1» (SGI1). Sin embargo, también se han descrito 

variantes de la SGI1 surgidas en eventos de recombinación y asociadas a distintos 

fenotipos de resistencia (De Toro et al., 2014). 

Los microorganismos resistentes a antibióticos pueden transmitirse a los 

seres humanos por contacto directo o por el consumo de alimentos contaminados, 

los cuales son la vía más importante de transmisión de bacterias resistentes a 

antibióticos y de genes de resistencia de los animales al hombre, especialmente 

cuando no se llevan a cabo unas adecuadas prácticas de higiene a lo largo de la 

cadena alimentaria (Van Den Bogaard y Stobberingh, 2000). 

Recientemente, se ha descrito la relación entre resistencia a antibióticos y 

virulencia. Los factores de virulencia pueden encontrarse tanto formando parte de 

islas de patogenicidad como codificados en el cromosoma o en plásmidos (Huehn 

et al., 2010). Tanto los factores de virulencia como los genes de resistencia a 

antibióticos pueden estar físicamente unidos en los mismos elementos genéticos 

móviles, transfiriéndose y expresándose de forma conjunta. Por todo ello, el 

incremento de la virulencia en bacterias patógenas puede suponer un peligro 

adicional, llegando a afectar negativamente al resultado del tratamiento 

farmacológico (Capita y Alonso-Calleja, 2013; Carlson et al., 2007; Doyle y 

Erickson, 2006). 

El objetivo de este estudio fue llevar a cabo la caracterización fenotípica de 

resistencia a diversos antibióticos y posteriormente la caracterización genotípica y 

la determinación del perfil de virulencia en cepas de Salmonella enterica aisladas 

de carne de pollo. 
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2. MATERIAL Y MÉTODOS 
2.1 Cepas  

En este estudio se han utilizado 64 aislamientos de Salmonella enterica 

pertenecientes a 16 serotipos diferentes. Las cepas fueron aisladas con 

anterioridad a partir de carne de pollo y estaban disponibles en nuestro laboratorio. 

Se ha llevado a cabo una caracterización tanto fenotípica como genotípica de todas 

las cepas frente a un panel de 16 antimicrobianos. De todas las cepas ensayadas 

se seleccionaron las que presentaron un mayor número de resistencias para 

realizar un estudio más amplio de exposición de las mismas frente a un mayor 

número de antimicrobianos, resultados que se muestran en el Capítulo II de esta 

Memoria de Tesis Doctoral.  

Los serotipos estudiados se detallan a continuación: Salmonella Agona 

(SA1), Salmonella Anatum (SA2) Salmonella Brandenburg (SB), Salmonella 

Enteritidis (SE), Salmonella Hadar (SH), Salmonella Infantis (SI), Salmonella 

Indiana (SI1), Salmonella Poona (SP), Salmonella Newport (SN), Salmonella 

London (SL), Salmonella Typhimurium (ST), variante monofásica de Salmonella  

Typhimurium (1,4,[5],12:i:-) (S1), Salmonella Kentucky (SK), Salmonella Thompson 

(ST1), Salmonella Derby (SD), y Salmonella Virchow (SV). Las cepas se 

conservaron a -30 ºC en Caldo Triptona Soja (TSB, Oxoid Ltd., Hampshire, 

England, Reino Unido) con un 20% (v/v) de glicerol. Para la realización de esta 

parte del trabajo las cepas se mantuvieron a 4±1 ⁰C en placas de Agar Triptona 

Soja (TSA, Oxoid Ltd., Hampshire, England, Reino Unido). 
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2.2 Pruebas de susceptibilidad a antibióticos  
Las cepas de Salmonella fueron sometidas a pruebas de susceptibilidad frente 

a un panel de 16 antimicrobianos de importancia clínica utilizando la técnica de 

difusión por disco en Agar Mueller-Hinton (MHA, Oxoid), descrita por el National 

Committee for Clinical and Laboratory Standards (CLSI, 2015). En la Tabla I.1. se 

muestran los antibióticos empleados, que fueron los siguientes (Oxoid): ampicilina 

(10 µg), amikacina (30 µg), amoxicilina-ácido clavulánico (30 µg), cefotaxima (30 

µg), ceftazidima (30 µg), aztreonam (30 µg), cefoxitina (30 µg), gentamicina (10 µg), 

tobramicina (10 µg), estreptomicina (10 µg), sulfonamidas (300 µg), tetraciclina (30 

µg), trimetoprim-sulfametoxazol (1,25 + 23,75 µg), ácido nalidíxico (30 µg), 

ciprofloxacina (5 µg) y cloranfenicol (30 µg). 

 

Las zonas de inhibición se midieron y clasificaron como sensibles, de 

sensibilidad intermedia o resistentes según las directrices del CLSI (2015).  

Tabla I.1. Familias de antibióticos utilizados para analizar las 64 cepas de 
Salmonella enterica. 

Familia Nombre Abreviatura Concentración 

Antibióticos  
β-lactámicos: 
Penicilinas 

Ampicilina 
Amoxicilina/ácido 
clavulánico 

AMP 
AMC 

10 μg 
30 µg 

Cefalosporinas de 2ª y 
3ª generación 
(espectro extendido) 

Cefoxitina 
Cefotaxima 
Ceftazidima 

FOX 
CTX 
CAZ 

30 μg 
30 μg 
30 μg 

Monobactamos Aztreonam ATM 30 μg 

Fenicoles Cloranfenicol CHL 30 μg 

 
Aminoglucósidos 

Estreptomicina 
Amikacina 
Gentamicina  
Tobramicina  

STR 
AMK 
GEN 
TOB 

15 μg 
30 µg 
10 μg 
10 μg 

Quinolonas y 
Fluoroquinolonas 

Ciprofloxacina 
Ácido nalidíxico 

CIP 
NAL 

5 μg 
30 µg 

Inhibidores de la vía 
del folato 

Trimetoprim/Sulfametoxazol 
Sulfonamidas 

SXT 
SUL 

1,25+23,75 μg 
300 μg 

Tetraciclina Tetraciclina TET 30 μg 
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2.3 Caracterización genotípica 
La técnica elegida para realizar la extracción del DNA es relativamente 

compleja debido a que el método habitual de extracción del DNA en enterobacterias 

parece no ser muy eficaz para el estudio de Salmonella, ya que se obtendría un 

DNA con abundantes impurezas que no sería óptimo para realizar una posterior 

secuenciación. 

Después de incubar las cepas de Salmonella enterica en caldo BHI (Brain 

Heart Infusion Broth, Oxoid, England, Reino Unido), se tomó 1 mL del mismo y se 

centrifugó durante 10 minutos a 7000 rpm. Posteriormente, se eliminó el 

sobrenadante y se resuspendió el pellet en 1 mL de agua destilada estéril, 

realizándose este paso dos veces para eliminar los restos de medio de cultivo. El 

pellet obtenido en el paso anterior se resuspendió con 500 µL de una solución 

tamponada (750 µL de cloruro de sodio -NaCl- 5M, 2,5 ml de EDTA 0,5 M a pH 7,5, 

1 mL de Tris 1M a pH 7,5, y 45,75 mL de agua destilada, para obtener un volumen 

final de 50 mL), 25 µL de SDS (dodecilsulfato sódico, Merck, Alemania) al 20% y 1 

µL de lisozima (Lysozyme from chiken egg white, Merck, Alemania). Se incubó la 

mezcla durante una hora a 37 ºC para facilitar la disolución de las membranas, 

evitando así que una cantidad significativa de DNA quede atrapada en los restos 

celulares.  

A continuación, se añadieron 220 µL de NaCl 5M para prevenir la 

contaminación de las muestras y 700 µL de cloroformo, y se agitó suavemente la 

mezcla, que posteriormente se centrifugó durante 10 minutos a 10000 rpm, se 

transfirió la fase superior a otro eppendorf y se añadieron 700 µL de isopropanol 

frio, que se dejó actuar a -20 ºC, facilitando así la precipitación del DNA. Al cabo de 

una hora, se realizó una nueva centrifugación durante 10 minutos a 10000 rpm, se 

retiró en sobrenadante y se añadieron 800 µL de etanol frio al 70%; las muestras 

se volvieron a centrifugar durante 5 minutos a 10000 rpm, se eliminó el resto de 

etanol y se dejaron secar al aire libre. Finalmente, se resuspendió el pellet obtenido 

en 100 µL de agua destilada estéril. El DNA se conservó en refrigeración a 4 ºC 

hasta el momento de su empleo. 

La cuantificación del DNA extraído se llevó a cabo mediante el NanoDrop 1000 

Spectrophotometer (Thermo Scientific, Inc., West Palm Beach, FL, EE.UU.). La 
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concentración óptima de DNA para obtener una buena amplificación debe de estar 

comprendida entre 200 y 800 ng/μL. 

Las amplificaciones se llevaron a cabo en un termociclador Mastercycler 

(Eppendorf Ibérica S.L.U., Madrid, España). La mezcla empleada para llevar a cabo 

la reacción en cadena de la polimerasa (PCR), que se realizó en tubos de 0,2 mL, 

contenía 5 μL de DNA bacteriano, 1X de tampón de reacción incompleto (10X), 1,5 

mM de MgCl2, 200 μM de dNTPs (10 mM, GeneAmp, Applied Biosystems; 

Headquarters Carlsbad, California, EE.UU.), 0,5 mM de cada cebador, 1,25 

unidades de Taq DNA polimerasa (Bioron GmbH, Rheinhorststr, Alemania) y 15 μL 

de agua Milli-Q estéril. Para todas las reacciones llevadas a cabo se utilizaron como 

controles positivos DNA de una cepa con el gen en estudio y como controles 

negativos DNA de una cepa sin el gen en estudio y otro sin DNA (agua Milli-Q). Los 

cebadores y las condiciones de la reacción de amplificación para cada uno de los 

genes estudiados fueron las recomendadas por los autores consultados (Tabla I.2). 

Para los ensayos se empleó agua de calidad ultrapura (Milli-Q) y todo el material 

de trabajo permaneció durante 40-60 minutos bajo la luz ultravioleta para evitar la 

amplificación de DNA contaminante. Se llevó a cabo una electroforesis horizontal 

en gel de agarosa (Bioron GmbH, Ludwigshafen, Alemania) en tampón TAE 1X 

(Tris base, ácido acético glacial y EDTA 0,5 M ajustado a pH 8) para visualizar los 

amplicones obtenidos como resultado de la reacción en cadena de la polimerasa. 

Se utilizó Gel Red Nucleic Acid Stain (Biotium Inc., Hayward, CA, EE.UU.) para 

visualizar las bandas de DNA. Una vez preparado y solidificado el gel de agarosa, 

se cargó con 10 μL del producto de la PCR previamente mezclado con 2 μL de 

colorante de carga. Se incluyó un marcador de peso molecular (1 kb DNA Ladder 

no Stain; Bioron GmbH, Heidelberg, Alemania). La electroforesis se llevó a cabo a 

90 voltios durante el tiempo necesario para la correcta resolución de las bandas. El 

revelado de los geles se realizó en un transluminador UV (Gel DocTM Ez Imager; 

Bio-Rad, Hercules, CA, EE.UU.).  

Los cebadores y condiciones de amplificación utilizados para determinar tanto 

los genes de resistencia a antibióticos como los factores de virulencia se muestran 

en la Tabla I.2. 

 

http://en.wikipedia.org/wiki/Carlsbad,_California
http://en.wikipedia.org/wiki/United_States
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Tabla I.2.  Genes de resistencia a antibióticos y factores de virulencia 
utilizados para los aislamientos de Salmonella enterica. 

 

 
 
 
 
 
 
 

GENES Y FACTORES DE 
VIRULENCIA 

REFERENCIA 

gyrA  Šeputienė et al. (2006) 
parC  Šeputienė et al. (2006) 
aadA Madsen et al. (2000) 
aac(3)-II Van de Klundert y Vliegenthart (1993) 
aac(3)-IV Van de Klundert y Vliegenthart (1993) 
strA Bean et al. (2009) 
strB Gebreyes y Altier (2002) 
cmlA Sáenz et al. (2004) 
floR Ng et al. (1999) 
intl1 Mazel et al. (2000) 
intl2 Mazel et al. (2000) 
rvintl1  Lévesque y Roy (1993) 
qacEΔ1 Mazel et al. (2000) 
sul1 Mazel et al. (2000)) 
sul2 Maynard et al. (2003) 
sul3 Perreten y Boerlin (2003) 
blaOXA1 Steward et al. (2001) 
blaTEM Belaaouaj et al. (1994) 
blaPSE-1 Bacci et al. (2012) 
blaSHV Pitout et al. (1998) 
blaCMY Stapleton et al. (1999) 
blaCTX-M UNIVERSAL  Batchelor et al. (2005) 
blaCTX-M-3G Pagani et al. (2003) 
blaCTXM9 Coque et al. (2002) 
tetA Guardabassi et al. (2000) 
tetB Guardabassi et al. (2000) 
tetC Aarestrup et al. (2003) 
tetG Guardabassi et al. (2000) 
fimA Ruiz et al. (2002) 
aer Yamamoto et al. (1995) 
papC Yamamoto et al. (1995) 
papGIII Ruiz et al. (2002) 
cnf1 Yamamoto et al. (1995) 
Hyl Yamamoto et al. (1995) 
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3. RESULTADOS Y DISCUSIÓN. 
3.1 Resistencia a antibióticos 

Las bacterias son capaces de evitar la acción de los agentes antimicrobianos 

empleando diferentes estrategias: 1) mediante la presencia de enzimas específicas 

que modifican o inactivan al antibiótico antes o después de introducirse en la 

bacteria; 2) modificando la permeabilidad de la membrana al antimicrobiano, 

originada por la pérdida de la función de las porinas, lo que restringe el acceso del 

antibiótico a la diana bacteriana; 3) empleando un mecanismo de expulsión activa 

del antibiótico al exterior celular mediante las bombas de expulsión activa; 4) 

creando una ruta metabólica alternativa; 5) modificando la molécula diana o 6) 

mediante la superproducción del receptor del antibiótico (Michael et al., 2006a; Van 

Hoek et al., 2011).  

Estos mecanismos de resistencia se pueden llevar a cabo de manera aislada 

o de forma conjunta para determinar el nivel final de resistencia del microorganismo. 

Así mismo, dichos mecanismos se pueden alcanzar mediante mutaciones del 

cromosoma del DNA bacteriano, provocando la alteración de proteínas ya 

existentes y funcionales, o bien a través de la adquisición de material genético 

(transferencia horizontal) entre bacterias de la misma o distinta especie (Michael et 

al., 2006a).  

En el caso de Salmonella enterica, los mecanismos de resistencia que más 

relevancia tienen son aquellos que afectan a los antibióticos utilizados en el 

tratamiento de infecciones causadas por este microorganismo, o bien aquellos que 

puedan tener un interés epidemiológico. 

Tal y como puede observarse en la Tabla I.3, todas las cepas ensayadas 

mostraron resistencia o resistencia intermedia frente a algunos de los antibióticos 

ensayados. 
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Tabla 3. Serotipos de Salmonella enterica con resistencia y resistencia intermedia a cada uno de los antibióticos 
ensayados. 

 Antibióticos ST2 SD SE SV SA1 SI1 SP SI2 SH SB SL SN SA2 S1 SK ST1 
 

(n=3) (n=1) (n=31) (n=5) (n=5) (n=5) (n=1) (n=1) (n=3) (n=2) (n=2) (n=1) (n=1) (n=1) (n=1) (n=1) 
AMP 1a 1b 3a 0 4a 1a 0 0 0 0 0 0 0 1a 1a 0 

AMC 1a 0 3b 0 2b 1b 0 0 0 0 0 0 1b 1b 1a 0 

CHL 1a 0 0 0 4a 1a 0 0 0 0 0 0 1b 0 0 0 

STR 1ª/2b 1b 7a/20b 3a/1b 4a/1b 2a/3b 1b 1a 3a 2a 2b 1b 1b 1a 1b 1a 

AMK 1b 0 1a/5b 1a/1b 0 0 1a 0 0  1b 0 0 0 0 0 1b 

GEN 1a 0   1a/2b 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

TOB 0 0   2b  2b 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1b 0 

CIP 1b 1b 3b 4b 0 0 0 0 2b 0 0 0 0 0 1a 0 

NAL 3a 1a 12a 3a 0 0 0 0 3a 0 0 0 1b 0 1a 1b 

FOX 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1b 0 0 0 
CTX 0 0 1b 0 0 0 0 0 1b 0 0 0 0 0 0 1b 
CAZ 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

SXT 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

SUL 1a /1b 0 3a/7b 2b 5a 1a/2b 1b 1a 0 2a 2a 0 0 1a 1b 0 

ATM 0 0 1a 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1b 

TET 1a 0 1a/1b 0 1b 0 0 0 3a 2a 0 0 1a 1a 1a 1b 

ST2: Salmonella Typhimurium, SD: Salmonella Derby, SE: Salmonella Enteritidis, SV; Salmonella Virchow, SA1: Salmonella Agona, SI1: Salmonella Infantis, 
SP: Salmonella Poona, SI2: Salmonella Indiana, SH: Salmonella Hadar, SB: Salmonella Brandenburg, SL: Salmonella London, SN: Salmonella Newport, SA2: 
Salmonella Anatum, S1: Salmonella 1,4,(5),12:i-, SK: Salmonella Kentucky, ST1: Salmonella Thompson. 

AMP: Ampicilina, TOB: Tobramicina, FOX: Cefoxitina, GEN: Gentamicina, CIP: Ciprofloxacina, CTX: Cefotaxima, CHL: Cloranfenicol, STR: Estreptomicina, ATM: 
Aztreonam, AMK: Amikacina, NAL: Ácido nalidíxico, SUL: Sulfonamidas, SXT: Trimetoprim-Sulfametoxazol, AMC: Amoxicilina-Ácido clavulánico, CAZ: 
Ceftacidime, TET: Tetraciclina. 

a cepas con resistencia al antibiótico 

b cepas con resistencia intermedia al antibiótico 
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Se observó resistencia frente a 1, 2, 3, 4, 5 ó 7 antibióticos en el 40,63%, 

10,95%, 12,5%, 9,38%, 1,56% y 1,56% de las cepas, respectivamente. Del 

total de cepas ensayadas, el 76,56% presentaron resistencia, mientras que el 

23,44% restante presentó resistencia intermedia frente a algunos de los 

antibióticos estudiados. En la Figura I.2 puede observarse el porcentaje de 

cepas con resistencia y resistencia intermedia frente a cada uno de los 

antibióticos ensayados.  

En este trabajo los porcentajes más altos de resistencia se han obtenido 

frente a la estreptomicina (39,06% de las cepas), el ácido nalidíxico (35,94%), 

las sulfonamidas (25%), y la ampicilina y tetraciclina (17,2%). Los porcentajes 

más altos en cuanto a resistencias intermedias se han obtenido frente a la 

estreptomicina (53,13%), a las sulfonamidas (23,44%), a la ciprofloxacina, 

amikacina y amoxicilina-clavulánico (17,2%), teniendo en cuenta que para este 

último antibiótico, según el CLSI (2019), hay que considerar de manera 

conjunta tanto los valores de resistencia como de resistencia intermedia. Los 

 
Figura I.2.  Porcentaje de aislamientos resistentes a los 16 antibióticos analizados 
en las 64 cepas de Salmonella enterica estudiadas.  
Se representan tanto los porcentajes de resistencia como de resistencia intermedia de las 

cepas. AMP: Ampicilina; TOB: Tobramicina; FOX: Cefoxitina; GEN: Gentamicina; CIP: 

Ciprofloxacina; CTX: Cefotaxima; CHL: Cloranfenicol; STR: Estreptomicina; ATM: 

Aztreonam; AMK: Amikacina; NAL: Ácido nalidíxico; SUL: Sulfonamidas; SXT: 

Trimetoprim-Sulfametoxazol; AMC: Amoxicilina-Ácido clavulánico; CAZ: Ceftacidime; 

TET: Tetraciclina. 
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resultados obtenidos en este trabajo concuerdan con los obtenidos en el 

trabajo realizado por De Toro et al. (2014) en el que analizaron 114 

aislamientos de Salmonella enterica de origen humano y obtuvieron los 

porcentajes más altos de resistencias frente a las sulfonamidas, tetraciclinas, 

ampicilina y estreptomicina. Hai et al. (2020) analizaron 160 serotipos aislados 

de los intestinos y huevos de pollo en los que probaron la susceptibilidad de 

las cepas frente a 16 antimicrobianos, obteniendo un mayor número de cepas 

resistentes para determinados antibióticos, como el ácido nalidíxico, la 

ampicilina y las tetraciclinas. Del mismo modo,  Carramiñana et al. (2004) 

analizaron 133 aislamientos de Salmonella obtenidos de canales de pollo, 

heces o tanque de escaldado, obteniendo los porcentajes de resistencia más 

elevados para las sulfonamidas (sulfadiazina), aminoglucósidos (neomicina y 

estreptomicina) y tetraciclinas, corroborando estos resultados la tendencia de 

los obtenidos en nuestro estudio. Además, en otros trabajos realizados 

previamente en el noroeste de España con alimentos de origen animal, se han 

observado cepas bacterianas resistentes a los grupos de antibióticos 

señalados (Alonso-Hernando et al., 2009, 2012; Álvarez-Fernández et al., 

2012a, b, 2013; Capita, 2007; Capita et al., 2007, 2019a, b, c, 2020; Castaño-

Arriba et al., 2020; Cordero et al., 2019; González-Gutiérrez et al., 2020; 

Guerrero-Ramos et al., 2016a, b). 

En la Tabla I.4 se pueden observar los diferentes patrones de resistencia 

obtenidos y el número de cepas y serotipos asociados a cada uno de ellos. 

Destacan, por su frecuencia, los siguientes patrones: NAL (mostrado por 13 

cepas; 20,31% del total), STR y AMP-CHL-STR-SUL (5 cepas en ambos 

casos; 7,81%), SUL (4 cepas; 6,25%) y STR-NAL, STR-SUL-TET, STR-NAL-

TET (3 cepas para cada grupo; 4,69%).  
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Tabla I.4. Patrones de resistencia obtenidos para 64 cepas de Salmonella 
enterica procedentes de carne de pollo. 

PATRONES DE RESISTENCIA NÚMERO DE 

CEPAS 
SEROTIPOS de Salmonella enterica 

AMK 1 Salmonella Poona 

AMP 1 Salmonella Enteritidis 

GEN 1 Salmonella Enteritidis 

NAL 13 Salmonella Enteritidis (11) 

Salmonella Derby (1) 

Salmonella Typhimurium (1) 

STR 5 Salmonella Enteritidis (3) 

Salmonella Infantis (1) 

Salmonella Thompson (1) 

SUL 4 Salmonella Enteritidis (1) 

Salmonella Agona (1) 

Salmonella London (2) 

TET 1 Salmonella Anatum  

AMP-ATM 1 Salmonella Enteritidis  

AMP-STR 1 Salmonella Enteritidis  

NAL-GEN 1 Salmonella Typhimurium  

STR-NAL 3 Salmonella Virchow (2) 

Salmonella Enteritidis (1) 

STR-SUL 1 Salmonella Indiana 

AMK-STR-NAL 1 Salmonella Virchow 

STR-SUL-AMK 1 Salmonella Enteritidis 

STR-SUL-TET 3 Salmonella Enteritidis (1) 

Salmonella Brandenburg (2) 

STR-NAL-TET 3 Salmonella Hadar (3) 

AMP-CHL-STR-SUL 5 Salmonella Infantis (1) 

Salmonella Agona (4) 

AMP-STR-SUL-TET 1 Salmonella 1,4,[5],12:i:- 

AMP-AMC-NAL-CIP-TET 1 Salmonella Kentucky 

AMP-AMC-NAL-CHL-STR-SUL-TET 1 Salmonella Typhimurium  

AMP: Ampicilina; TOB: Tobramicina; FOX: Cefoxitina; GEN: Gentamicina; CIP: Ciprofloxacina; CTX: 

Cefotaxima; CHL: Cloranfenicol; STR: Estreptomicina; ATM: Aztreonam; AMK: Amikacina; NAL: Ácido 

nalidíxico; SUL: Sulfonamidas; SXT: Trimetoprim-Sulfametoxazol; AMC: Amoxicilina-Ácido clavulánico; CAZ: 

Ceftacidime; TET: Tetraciclina. 
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En cuanto a los aislamientos de Salmonella que presentaron 

multirresistencia, destacamos una cepa del serotipo S. Typhimurium, que 

mostró resistencia frente a 7 antibióticos, un aislamiento de S. Kentucky, frente 

a 5 antibióticos, y S. Agona (4 aislamientos), S. Infantis (1 aislamiento) y la 

variante monofásica de S. Typhimurium 1,4,[5],12:i:- (1 aislamiento)  frente a 4 

antibióticos (Tabla I.4).  

Se observaron varios fenotipos de multirresistencia frente a los diversos 

antibióticos ensayados, dando lugar a varias  asociaciones. AMP-CHL-STR-

SUL estuvo presente en el 80% de los aislamientos de Salmonella Agona y en 

el 20% de los aislamientos de Salmonella Infantis; la asociación STR-NAL-TET 

estuvo presente en el 100% de los aislamientos de Salmonella Hadar; la 

asociación STR-SUL-TET se observó en el 100% de los aislamientos de 

Salmonella Brandenburg y en el 3,23% de los aislamientos de Salmonella 

Enteritidis. Por último, en cuanto a fenotipos de resistencia se refiere, la 

asociación STR-NAL se observó en el 40% de los aislamientos de Salmonella 

Virchow y en el 3,23% de los aislamientos de Salmonella Enteritidis.  

Todos los aislamientos resultaron ser sensibles frente a la ceftazidima y 

al trimetoprim/sulfametoxazol, mientras que el 4,7% y el 3,13% de los 

aislamientos presentaron resistencia intermedia frente a las cefalosporinas de 

tercera y segunda generación utilizadas en este trabajo (cefotaxima y 

cefoxitina, respectivamente). 

En las cepas AMPR se detectaron los fenotipos de resistencia que se 

detallan en la Tabla I.5, en la que puede observarse que el porcentaje de co-

resistencia de las cepas estudiadas fue un 36,4% para la estreptomicina y un 

27,3% para el cloranfenicol, sulfonamidas y tetraciclinas. Los valores más 

bajos de co-resistencia se obtuvieron para la amoxicilina-ácido clavulánico y el 

ácido nalidíxico, con un 18,2%, y para la ciprofloxacina y aztreonam, con un 

9,1%. Estos datos obtenidos son más bajos que los observados por otros 

autores (De Toro et al., 2014). 

Se evaluó el fenotipo de resistencia ACSSuT y AACSTCSu en las cepas 

AMPR analizadas en este trabajo, tomando como referencia los estudios de 

Centeno et al. (2018) y González-Torralba et al. (2018) donde definen que las 
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cepas con fenotipo ACSSuT son resistentes a la AMP-CHL-STR-SUL-TET, 

mientras que las que presentan fenotipo AACSTCSu son, además, resistentes 

a la AMC. En nuestra investigación se detectó una cepa de S. Typhimurium de 

este último fenotipo, lo que supone un 9,1% de las cepas AMPR. Estos datos 

son concordantes con otros trabajos realizados donde se sugiere que la 

detección de estos fenotipos tuvo lugar en un bajo porcentaje, estando en estos 

casos asociado a cepas de S. Typhimurium (Bou, 2014; De Toro et al., 2014). 

En el caso de la variante monofásica de Salmonella Typhimurium 1,4,[5],12:i:-

, se observó el fenotipo de tetra-resistencia ASSuT (AMP-STR-SUL-TET), que 

ha sido asociado a la SGI-1 en las cepas de este serotipo (Barone et al., 2008; 

Argüello et al., 2014). Además, hay que señalar la importancia de este serotipo, 

ya que es considerado como un patógeno emergente, el cual comenzó a surgir 

a mediados de la década de 1990 y actualmente es el segundo serovar más 

común en casos clínicos humanos, así como de origen animal y de fuentes 

alimentarias, siendo responsable del 13,8% de los casos de salmonelosis 

adquirida dentro de la UE. Este serovar está asociado a todas las matrices 

alimentarias, si bien los principales orígenes son pollo de engorde, cerdo, 

gallinas ponedoras, pavo y vacuno, con porcentajes, en el año 2018, del 

43,6%, 27,3%, 13,9%, 13,1% y 2,3%, respectivamente (EFSA-ECDC, 2019). 

Asimismo, ocupó el tercer lugar entre los serotipos de Salmonella identificados 

en seres humanos en la Unión Europea (UE) durante este período (Arai et al., 

2018; Cito et al., 2016; Grattarola et al., 2019). En este trabajo se ha obtenido 

también un fenotipo de tetra-resistencia ACSSu (AMP-CHL-STR-SUL) para S. 

Agona y S. Infantis. Hay que destacar la importancia clínica de ambos 

serovares, ya que se ha demostrado su implicación tanto en infecciones en 

pollos de engorde como en brotes de salmonelosis humana (Yokoyama et al., 

2019). Además, en diferentes estudios llevados a cabo en pollos de engorde y 

otros animales de consumo humano, así como con canales, estos dos 

serovares han resultado ser resistentes frente a AMP,CHL,STR y SUL, entre 

otros compuestos (Da Cunha-Neto et al., 2018). Estos resultados son , por lo 

tanto, concordantes con los obtenidos en nuestro estudio, incluso presentando 

el mismo patrón de resistencia, aunque no en todos los casos citados (Michael 

et al., 2006b; Yang et al., 2020). Sin embargo, se han encontrado estudios en 

los que tanto S. Agona como S. Infantis han resultado ser susceptibles frente 
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al panel de antibióticos ensayados (Ziyate et al., 2016), algunos de ellos 

comunes con los empleados en nuestro estudio y que en nuestro caso 

generaron resistencias en ambos serovares.  

En cuanto a la importancia de otro serovar, como es el caso de S. 

Kentucky, Madden et al. (2011), en un estudio realizado con carne de pollo, lo 

definieron como uno de los serotipos más prevalente, siendo detectado incluso 

en algún caso en personas. En nuestro trabajo de investigación este serotipo 

ha resultado tener un perfil multirresistente mostrando un patrón 

pentarresistente (AMP-AMC-NAL-CIP-TET). Yang et al. (2020) obtuvieron para 

este mismo serovar un patrón de resistencia a 9 antibióticos que incluía AMP-

NAL-CIP-TET, no encontrando resistencias frente a AMC. 

Entre los antibióticos utilizados con mayor frecuencia en el tratamiento de 

infecciones graves producidas por Salmonella enterica, la amoxicilina-ácido 

clavulánico (AMC), las cefalosporinas de tercera generación (FOX, CTX, CAZ) 

y las fluoroquinolonas se encuentran entre los compuestos prescritos con 

mayor frecuencia, pero la aparición de mecanismos de resistencia a dichos 

antibióticos está limitando su efectividad como opción terapéutica (Antunes et 

al., 2006; Nadi et al., 2020; Sirinavin y Garner, 1999); esto supone un 

importante problema de Salud Pública y de Seguridad Alimentaria. Sin 

embargo, en nuestro estudio, se ha encontrado una baja prevalencia de 

resistencia a estos antibióticos, e incluso algunos de ellos han resultado ser 

eficaces, mostrando las bacterias estudiadas sensibilidad a los mismos. 

Asimismo, se han obtenido porcentajes muy bajos de resistencia a las 

fluoroquinolonas, resultando concordante con otros estudios donde se indicó 

que la resistencia a las mismas resulta todavía infrecuente en Salmonella 

enterica, posiblemente debido al alto coste energético que ello le supone a la 

bacteria (De Toro et al., 2014; O’Regan et al., 2010). Por otra parte, el 

incremento de la prevalencia del serotipo S. Typhimurium durante los últimos 

años se asoció a mayores porcentajes de resistencia a AMP y AMC, en 

detrimento del serotipo S. Enteritidis, menos relacionado con fenotipos de 

multirresistencia (Capita, 2007; Capita et al., 2007; De Toro et al., 2014); 

resultados similares han sido obtenidos para estos serotipos en nuestro 

trabajo.  
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3.2. Genes de resistencia a los antibióticos y factores de 
virulencia. 

Mediante la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) se estudiaron 30 

genes de resistencia a antibióticos. En los aislamientos resistentes a la 

ampicilina (AMPR), se evaluó la presencia de los genes implicados en la 

resistencia a β-lactámicos (blaTEM, blaSHV, blaCMY, blaCTX-M9, blaCTX-MU, blaCTX-M-

3G, blaOXA-1, blaPSE-1, ampC), tetraciclina (tet(A), tet(B), tet(G)), aminoglucósidos 

(aadA, strA, strB, aac(3)-II, aac(3)- IV), sulfonamidas (sul1, sul2, sul3), 

cloranfenicol (cmlA, floR) y quinolonas (gyrA y parC). La presencia de los 

genes que codifican para las integrasas de tipo 1, 2 (intI1, intI2), así como la 

región conservada 3 ′ -CS de los integrones de clase 1 (qacE1-sul1), fueron 

analizados por PCR. La región variable del integrón (rvintl1) fue estudiada 

también mediante esta técnica. Se estudiaron los factores de virulencia fimA, 

papC, papGIII, hly  cnf1 y aer en todas las cepas analizadas. Las prevalencias 

obtenidas para cada gen analizado pueden observarse en la Figura I.3. 

3.2.1. Detección de genes de resistencia a beta-lactámicos 

Las β-lactamasas son enzimas con capacidad hidrolítica frente a los 

antibióticos β-lactámicos, siendo responsables del principal mecanismo de 

resistencia en bacterias Gram-negativas. Las β-lactamasas de mayor impacto 

clínico y epidemiológico en hospitales son las de espectro extendido (BLEE), 

 

 

Figura I.3. Porcentaje de genes y factores de virulencia detectados en las 64 
cepas de Salmonella enterica.  
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las de tipo AmpC y las carbapenemasas (Rada et al., 2019). Las BLEE más 

diseminadas son las derivadas de las β-lactamasas tipo TEM, SHV y CTX-M 

por mutaciones puntuales en los genes blaTEM, blaSHV y blaCTX-M, capaces de 

alterar la secuencia de aminoácidos del sitio activo de la enzima aumentando 

su capacidad de hidrólisis para ciertos sustratos, como las cefalosporinas de 

tercera y cuarta generación. Los genes codificantes de enzimas tipo BLEE se 

han detectado en diversas regiones en el ámbito mundial, y el éxito de su 

diseminación se ha relacionado con la ubicación de los genes (blaSHV, blaTEM, 

blaCTX-M, etc.) en plásmidos móviles, los cuales pueden transferir, a cepas de 

la misma o diferente especie, resistencia a otros antimicrobianos, por lo tanto, 

complica la terapia de algunas infecciones causadas por bacterias productoras 

de BLEE (Cano et al., 2008; Guzmán et al., 2013).  

Durante mucho tiempo, las infecciones por cepas productoras de BLEE 

se asociaron a diferentes factores de origen hospitalario que incrementaban la 

probabilidad de adquirir una infección. Recientemente, diferentes estudios en 

aislamientos comunitarios de enterobacterias han demostrado que los 

pacientes ambulatorios pueden actuar como reservorios de cepas productoras 

de BLEE, favoreciendo su diseminación (Cano et al., 2008; Herrera-García et 

al., 2019).  

En los últimos años se ha producido un incremento en la frecuencia de 

cepas productoras de BLEE de la clase CTX-M, que se ha relacionado con el 

aumento en el uso de ceftriaxona a nivel mundial. Estos hallazgos son motivo 

de preocupación por la tendencia mundial en la aparición de infecciones 

adquiridas en la comunidad causadas por cepas productoras de BLEE del tipo 

CTX-M, cuya propagación se ha asociado a políticas ineficientes en cuanto al 

empleo de antibióticos a nivel hospitalario y ambulatorio (Blanco et al., 2016; 

Herrera-García et al., 2019). 
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En la tabla I.5 se detallan los genes de resistencia detectados en los 

aislamientos de Salmonella enterica AMPR. 

En la tabla I.6 pueden observarse los genes de resistencia detectados en 

los 64 aislamientos de Salmonella enterica. Entre los genes analizados 

codificantes para las β-lactamasas, se detectaron los genes blaTEM y blaPSE-1 

en un 64,64% y 36,36%, respectivamente, en las cepas AMPR. De Toro et al. 

(2014) obtuvieron valores similares a los obtenidos en nuestro estudio para 

ambos genes. Sin embargo, estos autores detectaron el gen blaoxa-1, aunque 

en un bajo porcentaje. En nuestro caso, los genes blaSHV, blaCMY, blaCTX-M9, 

blaCTX-MU, blaCTX-M-3G, blaOXA-1 no se detectaron en ninguno de los aislamientos 

analizados. Los serotipos portadores de los genes blaTEM y blaPSE-1 como 

Tabla I.5.  Fenotipo y genes de resistencia presentes en las cepas de 
Salmonella enterica AMPR analizadas. 

FENOTIPOS DE  
RESISTENCIA 

SEROTIPO 
(Nº CEPAS) 

GENES DE 
RESISTENCIA 

AMP SE (1) gyrA 

AMP-ATM SE (1)  gyrA 

AMP-STR SE (1) gyrA-parC-aadA-qacEΔ1b-sul1b-blaTEM 

AMP-STR-CHL-SUL SI1 (1) 

 

 

gyrA-parC-aadA-cmlA-intl1-qacEΔ1- 

rvintl1-sul1-(qacEΔ1_sul1)-blaTEM-blaPSE-1 

SA1 (4) gyrA-aadA 

gyrA-parC-aadA 

gyrA-parC-aadA-cmlA-IntI1-sul1-blaTEM 

gyrA-parC-aadA-aac(3)-IV-cmlA-IntI1-

qacEΔ1-rvintl1-sul1-sul2-sul3-blaTEM-

blaPSE-1-tetBa  

AMP-STR-SUL-TET S1 (1) gyrA-parC-aadA-cmlAa-intl1-qacEΔ1-

rvintl1-sul1-sul2-blaTEM-tetB 

AMP-AMC-NAL-CIP-TET SK (1) gyrA-parC-aadA-cmlAa-qacEΔ1a-sul1a-

blaTEM-blaPSE-1 

AMP-AMC-NAL-CHL-STR-SUL-TET ST2 (1) gyrA-parC-aadA-cmlA-floR-intl1-qacEΔ1-

rvintl1-sul1-sul2-(qacEΔ1_sul1)-blaTEM-

blaPSE-1-tetG 
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puede observarse en la Tabla I.6 son S. Enteritidis, S. Infantis, S. Agona, S. 

1,4,(5),12:i:-, S. Typhimurium y S. Kentucky. Otros autores (Khan et al., 2019; 

Sin et al., 2020) también han detectado en sus investigaciones genes de 

resistencia frente a β-lactámicos en varios serotipos de Salmonella. Por otro 

lado, los genes blaTEM y blaPSE coexistieron en la misma cepa, en los serotipos 

anteriormente citados a excepción de S. Enteritidis, ya que de los tres 

aislamientos AMPR para este serovar solamente se detectó el blaTEM para uno 

de ellos. 

 En los aislamientos blaPSE-1 positivos se llevó a cabo la evaluación de la 

posible presencia de la isla genómica de Salmonella (SGI1). Dichos 

aislamientos positivos en nuestro estudio se correspondieron con las cepas de 

S. Infantis, S. Agona (2 cepas), S. Kentucky y S. Typhimurium. Se observó que 

S. Agona y S. Infantis presentaron el fenotipo de multirresistencia ACSSu 

asociado con los genes de resistencia blaPSE-1, cmlA, aadA y sul1 en S. Infantis 

y 2 cepas de S. Agona. Así mismo, S. Kentucky también presentó esos genes 

de resistencia, pero sin estar relacionado con el fenotipo ACSSu. Por otro lado, 

S. Typhimurium presentó el fenotipo de resistencia ACSSuT asociado con los 

genes blaPSE-1, floR, aadA, sul1 y tetG. Así, para poder confirmar tanto la 

presencia de la SGI1 como para determinar la composición de los genes 

casete que confieren resistencia a los antibióticos β-lactámicos, se debería 

llevar a cabo la secuenciación de dichas cepas como se ha realizado en otros 

estudios (Caleja et al., 2011; De Toro et al., 2014; Lei et al., 2020). 

3.2.2. Detección de los integrones de resistencia y genes 
sul 

Los integrones son elementos genéticos móviles capaces de adquirir y 

expresar casetes génicos mediante un mecanismo de recombinación sitio-

específico. Por sí mismos no son móviles, pero son transferibles a través de 

transposones o plásmidos conjugativos (Cambray et al., 2010; Stalder et al., 

2012; Xu y Chen, 2020). Los integrones de clase1 son los que presentan una 

mayor prevalencia, considerándose los principales contribuyentes en el 

desarrollo de la resistencia a múltiples fármacos en bacterias Gram-negativas 

(Ghazalibina et al., 2019; Kaushik et al., 2018). Además, los integrones están 

formados por dos segmentos conservados (5´ CS y 3´ CS) separados por una 
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región variable que generalmente contiene uno o más genes casete. El 

extremo 5´ CS contiene el gen de la integrasa (intI1), un sitio de recombinación 

(attI1) y un promotor (Pant). En su región 3′-conservada (3′-CS) presentan 

habitualmente los genes qacE∆1 y el gen sul1 que codifica resistencia a las 

sulfonamidas y una región variable (rvintl1) de genes casete, los cuales son 

móviles, en el centro del integrón, que a menudo codifica la resistencia a los 

antibióticos (De Toro et al., 2014; González et al., 2004; Xu y Chen, 2020).  

En el presente estudio se ha analizado la presencia de integrones en 

aquellos aislamientos que presentaron resistencia frente a las sulfonamidas 

(25% del total de las cepas analizadas). Se ha detectado el gen intl1 en un 

31,25% mientras que su región variable apareció en el 25% de las cepas 

resistentes a las sulfonamidas. Varios estudios han puesto de manifiesto que 

el gen intl1 es el más comúnmente detectado en cepas multirresistentes de 

Salmonella (Aziz et al., 2018; Lu et al., 2014; Siriken et al., 2015), localizándose 

muchos de esos integrones en plásmidos conjugativos, lo que va a favorecer 

la transmisión a otras bacterias. Asimismo, se han encontrado idénticos genes 

casete en cepas de origen humano, ambiental y alimentario, lo que permite 

una diseminación generalizada de la resistencia a múltiples fármacos en 

Salmonella (Kaushik et al., 2018). 

El intl2 no se detectó en ninguno de los aislamientos analizados. Estos 

resultados coincidieron con los obtenidos en estudios previos (Antunes et al., 

2006; Ma et al., 2018; Xu y Chen, 2020). En diferentes estudios se ha puesto 

de manifiesto que la integrasa de los intl2 es poco efectiva debido a un codón 

de parada interno, limitando su capacidad para adquirir y reorganizar nuevos 

genes casetes, dando lugar a restricciones sobre el espectro y la evolución de 

los intl2 (Gillings, 2014; Xu y Chen, 2020). 

Los genes qacE y qacEΔ1 son genes que confieren resistencia a los 

compuestos de amonio cuaternario (QAC) y colorantes tales como el bromuro 

de etidio. El gen qacEΔ1 es una variante mutante del gen qacE, el cual parece 

ser parcialmente funcional actuando como transportador de múltiples 

fármacos. Además,  algunos estudios han relacionado la ubicación de este gen 

en el extremo 3´ conservado de los integrones de clase 1 con la facilidad para 

que esté ampliamente distribuido entre bacterias Gram-negativas 
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(Chuanchuen et al., 2007; Lopes et al., 2016).  

En nuestro estudio, se determinó la presencia exclusivamente del gen 

qacEΔ1, detectándose en el 25% de los aislamientos resistentes a las 

sulfonamidas. En cuanto al gen sul1 se encuentra habitualmente asociado con 

otros genes de resistencia en el intl1, mientras que el gen sul2 suele localizarse 

en un pequeño plásmido no conjugativo (Antunes et al., 2005).  

Por otra parte, el plásmido portador del gen sul3 es conjugativo y se 

asoció al intl1, pudiendo reemplazar al gen sul1 en la región conservada (3′-

CS), dando así lugar a una forma atípica del intl1, lo que explicaría la potencial 

diseminación de este gen en el futuro (Jiang et al., 2019; Moran et al., 2016; 

Radhouani et al., 2012). Al igual que en otros estudios, el gen sul1 se ha 

observado en un elevado porcentaje (Aziz et al., 2018), detectándose, en 

nuestro caso, en un 75% de los aislamientos. Además, en aquellos 

aislamientos que fueron positivos para el gen sul1 se analizó el gen qacEΔ1-

sul1, detectándose en el 16,7% de los aislamientos. Ambos han sido 

relacionados con la resistencia tanto a los compuestos de amonio cuaternario 

como a las sulfonamidas (Elkenany et al., 2018). Diferentes autores han 

sugerido que la detección del gen qacEΔ1-sul1 implicaría que ambos 

determinantes genéticos estarían físicamente presentes en el mismo integrón 

(Romero et al., 2017).  

Los genes sul2 y sul3 se detectaron en un porcentaje más bajo que el 

gen sul1, siendo coincidente con los datos obtenidos por otros autores 

(Antunes et al., 2005; Argüello et al., 2018). Las combinaciones obtenidas para 

los genes sul son las siguientes: sul1 (12 cepas resistentes), sul1+sul2 (3 

cepas), sul1+sul3 (una cepa) y sul1+sul2+sul3 (una cepa). No es extraño 

encontrar, además del gen sul1 de forma individual, dentro de una misma cepa, 

distintas combinaciones de varios genes sul (Antunes et al., 2005). La aparición 

en aislamientos resistentes a sulfonamidas con uno o más genes sul sugiere 

una asociación significativa entre la presencia del gen sul y los perfiles 

fenotípicos resistentes a la sulfonamida (Xu et al., 2020). 
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3.2.3. Resistencia a los aminoglucósidos, cloranfenicol y 
tetraciclinas 

En las cepas de Salmonella estudiadas resistentes a los aminoglicósidos 

(STR y GEN), se estudiaron los genes aadA, strA y strB para los aislamientos 

resistentes a la STR y los genes aac(3)-II y aac(3)-IV para los que resultaron 

ser resistentes a la GEN. La familia aadA codifica para una aminoglusosido-

3’’-adeniltransferasa, que confiere resistencia a la estreptomicina mediante 

adenilación (Chen et al., 2015; Stern et al., 2018). Además, los genes strA y 

strB codifican para enzimas fosfotransferasas inactivadoras de estreptomicina, 

confiriendo resistencia para este antibiótico en un amplio número de bacterias 

Gram-negativas tales como Salmonella (Michael y Schwarz, 2016). 

El gen aadA se ha detectado en el 64% de las cepas que presentaron 

resistencia a la estreptomicina. En aquellas cepas que siendo resistentes a la 

estreptomicina no se detectó el gen aadA (Figura I.4), se analizaron los genes 

strA y strB, detectándose el gen strA en el 33,33%, y el gen strB en el 22,22%, 

de los aislamientos.  

 
Figura I.4. Imagen del revelado del gen aadA. 
C+, es el control positivo, 1-39 las amplificaciones de las muestras analizadas. En la zona 

recuadrada en verde se pueden ver las bandas amplificadas. 
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Las enzimas aminoglucósido-acetiltransferasas (AAC) comprenden 

cuatro clases de enzimas: AAC (1), AAC (3), AAC (2 ') y AAC (6'). Estas 

enzimas utilizan el acetil coenzima A como donante del grupo acetilo en la 

modificación de aminoglucósidos. Los genes aac(3)-II y aac(3)-IV, que 

codifican para las enzimas de esos grupos, presentan como sustrato de acción 

la TOB y la GEN, entre otros antibióticos de este grupo (Vakulenko y 

Mobashery, 2003). 

 

En los aislamientos resistentes a la GEN se analizaron los genes aac(3)-

II y aac(3)-IV, detectándose el primero en el 100% de las cepas resistentes a 

la gentamicina.  

Los genes floR y cmlA se detectaron en un 16,67% y en un 66,67%, 

respectivamente, en los aislamientos resistentes al cloranfenicol. Estos 

resultados resultaron sorprendentes, ya que este antibiótico se prohibió en los 

animales de abasto en la década de los 90 del S. XX debido sus efectos 

toxicológicos.  Sin embargo, los mecanismos de resistencia cruzada y co-

resistencia pueden haber contribuido a la persistencia de los genes de 

resistencia al cloranfenicol a lo largo del tiempo (Capita y Alonso-Calleja, 

2013). Estos genes están ampliamente relacionados y codificados en las 

bombas de expulsión del cloranfenicol en Salmonella, ya que juegan un 

importante papel en la resistencia adquirida e intrínseca (Abatcha et al., 2018; 

Yeh et al., 2018). El uso de antibióticos puede provocar una alteración de los 

genes de resistencia presentes en una comunidad microbiana (resistoma), los 

cuales pueden persistir durante décadas incluso en ausencia de presión 

selectiva (Álvarez-Fernández et al., 2013; Lerminiaux y Cameron, 2019; 

Sommer y Dantas, 2011). Por ello, los genes que confieren resistencia al 

cloranfenicol, y a otros antimicrobianos, pueden seguir presentes en la 

microbiota de los animales aunque ya no sean empleados (Agga et al., 2019).  

Se han descrito diferentes genes tet que confieren resistencia a las 

tetraciclinas en Salmonella, siendo las clases más frecuentes A, B, C, D y G. 

El gen tet(A) se ha encontrado frecuentemente en plásmidos, en el cromosoma 

y a menudo forma parte de un transposón; los genes tet(B), tet(C) y tet(D) se 

han detectado en el cromosoma; mientras que el tet(G) se ha identificado en 

la isla genómica 1 de algunos serotipos (Pezzella et al., 2004). Como este tipo 
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de genes suelen localizarse de forma habitual en plásmidos, esto facilita su 

transferencia (Abatcha et al., 2018). 

En los aislamientos de Salmonella resistentes a TET se detectaron un 

40% de cepas con presencia de sus genes de resistencia. De estos, un 40% 

correspondieron con el gen tet(A), siendo el que de forma mayoritaria se suele 

encontrar en la bibliografía en porcentajes que oscilan entre el 35% y el 84% 

en distintos serotipos de Salmonella (Khan et al., 2019; Pezzella et al., 2004; 

Sin et al., 2020). Otro 40% se correspondió con el gen tet(G), mientras que el 

gen tet(B) se detectó en el 20% de los casos. Asimismo, de los genes de 

resistencia a tetraciclinas analizados, el 80% se detectó de manera aislada, 

estando en un 20% asociado a otro gen -tet(A)-tet(G). Además, en ninguno de 

los aislamientos resistentes a las tetraciclinas se detectó el gen tet(C), aunque 

si se ha detectado en estudios realizados por otros autores (Akiyama et al., 

2013). 

 

3.2.4. Resistencia a las quinolonas y fluoroquinolonas. 
Los aislamientos de Salmonella Enteritidis resistentes a las quinolonas, 

originariamente representadas por el ácido nalidíxico y, más recientemente, 

por las fluoroquinolonas, aparecen cada vez con más frecuencia tanto en 

entornos clínicos como ambientales. Este incremento se ha atribuido 

principalmente a alteraciones genéticas, a las bombas de expulsión, a las 

alteraciones de la membrana celular bacteriana y a la resistencia adquirida a 

las quinolonas (Buruk et al., 2016). Las mutaciones en las regiones que 

determinan la resistencia a las quinolonas de los genes gyrA y parC alteran la 

conformación de los sitios activos de las enzimas, evitando la unión y la 

posterior acción inhibitoria de las quinolonas, iniciando la actividad bactericida 

atrapando los complejos covalentes proteína-DNA formados por la DNA girasa 

bacteriana o la topoisomerasa IV (Misra et al., 2016). La DNA girasa y la 

topoisomerasa IV son dos enzimas importantes que juegan un papel esencial 

en la replicación del DNA bacteriano y son lugares diana para la actividad 

inhibitoria de las quinolonas. Tanto la girasa como la topoisomerasa IV son 

enzimas tetraméricas, cada una codificada por dos pares de genes: gyrA, gyrB 

y parC, parE, respectivamente (Gopal et al., 2016). La alteración del sitio diana 
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es el mecanismo de resistencia más común que se encuentra en las cepas de 

Salmonella aisladas en todo el mundo.  

Las cepas de Salmonella pueden ganar resistencia a las quinolonas a 

través de una disminución de la expresión de las porinas y/o una mayor 

expresión de sistemas de expulsión no específicos, sistemas de expulsión 

energético-dependientes, tales como las bombas AcrAB-TolC. Sin embargo, 

estos mecanismos producen sólo un bajo nivel de resistencia a las quinolonas 

y son clínicamente importantes únicamente cuando concurren con alteraciones 

en las enzimas diana como la DNA girasa (Macías-Farrera et al., 2018). 

Los resultados obtenidos en nuestro estudio para las resistencias 

presentes frente a NAL y CIP fueron del 34% (23 aislamientos) y del 1,6% (un 

aislamiento), respectivamente. Estos resultados fueron superiores para ambos 

antibióticos a los que obtuvieron Cabrera et al. (2004), pero también resultaron 

concordantes con otros estudios como el realizado por Abatcha et al. (2018). 

Cuando se analizaron los genes gyrA y parC, en el 100% de los 

aislamientos apareció el gen gyrA, frente a un 51,56% en los que se detectó el 

gen parC.  

 

3.2.5. Factores determinantes de virulencia  
Salmonella presenta una serie de mecanismos para poder modular la 

producción de factores de virulencia en respuesta al estrés ambiental natural. 

Para poder realizar una infección exitosa en un amplio rango de hospedadores, 

Salmonella utiliza una gran variedad de factores de virulencia, codificados por 

genes distribuidos a lo largo de su cromosoma y en elementos genéticos 

móviles (Ritter et al., 2019). 

La adhesión a los tejidos del hospedador, mediante fimbrias, adhesinas 

e invasinas, parece ser uno de los momentos cruciales durante la patogénesis 

de Salmonella. Entre la variedad de adhesinas bacterianas diferentes que 

existen, las fimbrias de tipo 1 son uno de los orgánulos adhesivos más 

comunes entre los miembros de la familia Enterobacteriaceae, incluidas 

Salmonella spp., siendo importantes factores de virulencia. El grupo fimbrial 

fim es uno de los siete grupos fimbriales más abundantes en el genoma de 



Capítulo I 
 

  123 

Salmonella (Yue et al., 2012). La importancia de las fimbrias de tipo1 en la 

biología celular de Salmonella se confirma por el hecho de que se expresa en 

más del 80% de los aislamientos clínicos, que representan los múltiples 

serovares de Salmonella. El clúster fim en  Salmonella agrupa 10 genes (fimA, 

fimI, fimC, fimD, fimH, fimF, fimZ, fimY, fimW y stm0551) y tRNA-Arg (Kolenda 

et al., 2019). En este trabajo hemos estudiado el gen fimA en todos los 

aislamientos de Salmonella, detectándose únicamente en el 4,7% de los 

aislamientos pertenecientes a los serotipos S. Enteritidis, S. Typhimurium y S. 

Thompson. Hossain et al. (2019), en su estudio sobre tortugas de compañía, 

no detectaron este gen para ninguno de los aislamientos ensayados; sin 

embargo, otros autores han encontrado este gen en porcentajes más altos que 

en nuestro caso (Ma et al., 2018). 

La α-hemolisina (hly), también denominada «toxina formadora de 

poros», se inserta dentro de la membrana celular del hospedador provocando 

lisis celular, facilitando la liberación de hierro y nutrientes que son esenciales 

para el crecimiento bacteriano (Miranda-Estrada et al., 2017).  

Se han estudiado seis factores determinantes de virulencia (papC, cnf1,  

fimA, aer , hly y papGIII,), los cuales se han detectado en porcentajes muy 

bajos (9,4%, 6,3%, 4,7%, 4,7 %, 0 % y 0%, respectivamente), esto podría ser 

debido a la gran variabilidad en la virulencia de los serotipos (Beutlich et al., 

2011) además, en este estudio, la batería de genes evaluada es muy limitada. 

El perfil de virulencia encontrado en los 64 aislamientos de Salmonella enterica 

estudiados es el siguiente: aer (1 cepa), cnf1 (1 cepa), fimA (3 cepas), papC (3 

cepas), papC+cnf1(1 cepa), papC+aer+cnf1 (2 cepas). La mayoría de los 

genes de virulencia de Salmonella se encuentran agrupados en regiones 

distribuidas a lo largo del cromosoma en las SPI. Se cree que estas 

agrupaciones de genes han sido adquiridas en Salmonella a partir de otras 

especies bacterianas mediante transferencia horizontal, lo que provocaría un 

incremento en la patogenicidad de esta bacteria a lo largo de su evolución 

(Hensel, 2004; Ilyas et al., 2017; Marcus et al., 2000; Van Asten y Van Dijk, 

2005). 
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Tabla I.6.  Fenotipo de resistencia a antibióticos, genes de resistencia y factores de virulencia detectados en las cepas de 
Salmonella enterica ensayadas. 

Serotipo     
(nº de 

aislamientos) 

Resistencia a Antibióticos 
Fenotipo 

Genes de Resistencia 
(nº de aislamientos) 

Factores de 
Virulencia 

SE (31) STR (3) gyrA(2) 
gyrA-strA(1) 

ND 
ND 

AMP (1) gyrA ND 
AMP/STR (1) gyrA-parC-aadA-qacEΔ1b-sul1b-blaTEM fimA 

AMP/ATM (1) gyrA ND 
NAL (11) 
 

gyrA-parC-aadAa(3) 
gyrA-parC (4) 
gyrA-parC-aac(3)-IIa (2) 
gyrA (2) 

ND 
Aer(1) 

ND 
papC(2) 

GEN (1) gyrA-parC-aadAa papC+aer+cnf1 

SUL (1) gyrA-sul1 papC,cnf1 

STR/NAL (1) gyrA-parC ND 

STR/SUL/AMK (1) gyrA ND 

STR/SUL/TET (1) gyrA- tetA ND 

SV (5) AMK/STR/NAL (1) gyrA-parC ND 

STR/NAL (2) 
 

gyrA-parC-aadA 
gyrA-parC-aadA-cmlAb-qacEΔ1b-sul1b-blaTEM 

ND 
ND 

AMKa (1) gyrA papC 

SA1 (5) AMP/CHL/STR/SUL (4) gyrA-parC-aadA-sul1 
gyrA-aadA-sul1 
gyrA-parC-aadA-cmlA-IntI1-Sul1-blaTEM 
gyrA-parC-aadA-aac(3)-IV-cmlA-IntI1-qacEΔ1-rvintl1-sul1-sul2-sul3-blaTEM-blaPSE-1-tetBa  

ND 
ND 
ND 
ND 

SUL (1) gyrA-parC-sul1 Cnf1 

STR (1) gyrA ND 
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SI1 (5) AMP/CHL/STR/SUL (1) gyrA- parC- aadA-cmlA- intl1- qacEΔ1- rvintl1- sul1- (qacEΔ1_sul1)- blaTEM- blaPSE-1 ND 

ST2 (3) NAL/GEN (1) gyrA-parC-aadAa-aac(3)-II ND 
NAL (1) gyrA-parC-aadAa ND 

NAL/AMC/AMP/CHL/STR/SUL/TET (1) gyrA-parC-aadA-cmlA-floR-intl1-qacEΔ1-rvintl1-sul1-sul2-(qacEΔ1_sul1)-blaTEM-blaPSE-1-tetG fimA 

SH (3) STR/NAL/TET (3) gyrA-parC-aadA 
gyrA-aadA 
gyrA-parC-aadA-cmlAa-qacEΔ1b-sul1b-blaTEMb-tetA-tetG 

ND 
ND 
ND 

SB (2) STR/SUL/TET (2) gyrA-strA-strB 
gyrA-aadA-strA-strB-sul1 

ND 
ND 

SL (2) SUL (2) gyrA-sul1(2) ND 

SD (1) NAL gyrA-parC-aadAa ND 

SP (1) AMK gyrA-parC Aer+papC+cnf1 

SI2 (1) STR/SUL gyrA-parC-aadA ND 

SA2 (1) TET gyrA-parC-aadA-cmlAa-qacEΔ1b-rvintl1b-sul1b-bla TEM ND 

S1 (1) AMP/STR/SUL/TET gyrA-parC-aadA-cmlAa-intl1-qacEΔ1-rvintl1-sul1-sul2-blaTEM-tetB ND 

SK (1) NAL/AMC/AMP/CIP/TET gyrA-parC-aadA-cmlAa-qacEΔ1a-sul1a-blaTEM-blaPSE-1 ND 

ST1 (1) STR gyrA-parC-aadA-cmlAb-qacEΔ1b-rvintl1b-sul1b- blaTEMb-tetBa                  fimA 

 
   ST2: Salmonella Typhimurium, SD: Salmonella Derby, SE: Salmonella Enteritidis, SV; Salmonella Virchow, SA1: Salmonella Agona, SI1: Salmonella Infantis, SP: Salmonella 
Poona, SI2: Salmonella Indiana, SH: Salmonella Hadar, SB: Salmonella Brandenburg, SL: Salmonella London, SN: Salmonella Newport, SA2: Salmonella Anatum, S1: 
Salmonella 1,4,(5),12:i-, SK: Salmonella Kentucky, ST1: Salmonella Thompson. 
   AMP: Ampicilina: TOB: Tobramicina: FOX: Cefoxitina: GEN: Gentamicina: CIP: Ciprofloxacina: CTX: Cefotaxima: CHL: Cloranfenicol: STR: Estreptomicina: ATM: Aztreonam: 
AMK: Amikacina: NAL: Ácido nalidíxico: SUL: Sulfonamidas: SXT: Trimetoprim- sulfametoxazol: AMC: Amoxicilina- ácido clavulánico: CAZ: Ceftacidime: TET: Tetraciclina. 
   ND: No detectado. 
   a Superíndice que indica que los aislamientos en donde se ha analizado el gen presentaron resistencia intermedia al antibiótico. 
   b Superíndice que indica que los aislamientos en donde se ha analizado el gen presentaron sensibilidad al antibiótico. 
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4. CONCLUSIONES 
Los mayores porcentajes de resistencia en las cepas de Salmonella 

ensayadas se observaron frente a quinolonas, aminoglucósidos y sulfonamidas. 

Estos son antibióticos que se emplean como tratamiento terapéutico en casos de 

salmonelosis humana, lo cual puede suponer un problema de Salud Pública, al 

quedar invalidados los citados compuestos como opción terapéutica. 

Los serotipos portadores de un mayor número de genes de resistencia 

fueron S. Enteritidis, S. Typhimurium, S. Infantis, S. Hadar, S. Anatum, S. 

Typhimurium variante monofásica, S. Kentucky, S. Thompson, S. Virchow y S. 

Agona. Estos serotipos son agentes etiológicos frecuentes en casos de 

salmonelosis humana, lo cual supone un hecho preocupante desde el punto de 

vista de la Seguridad Alimentaria. 
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1. Introducción 

La resistencia a los antibióticos constituye un problema creciente y de gran 

importancia en todo el mundo. La dificultad para tratar las infecciones por bacterias 

resistentes a antibióticos implica unos costes adicionales considerables para los 

servicios de salud, además de tener un impacto importante en términos de 

morbilidad y mortalidad (Capita y Alonso-Calleja, 2013). Si bien la mayoría de los 

casos de salmonelosis humana requieren únicamente reposo e hidratación, en caso 

de infecciones severas, infecciones extraintestinales o cuando el proceso se 

produce en personas inmunodeprimidas puede ser necesaria la terapia con 

antibióticos (Álvarez-Fernández et al., 2012). En este escenario, las cepas de 

Salmonella que presentan resistencia a antibióticos suponen un problema 

importante para la Salud Pública, al quedar invalidados como opción terapéutica 

muchos de los antibióticos que se usan de forma habitual en la práctica clínica. 

Se ha sugerido que existe un vínculo directo entre la tolerancia a los biocidas 

y la resistencia a los antibióticos, ya que los mecanismos que contribuyen a ambos 

fenómenos son similares, como es el caso, por ejemplo, de los cambios en la 

permeabilidad celular o la síntesis de las bombas de expulsión (Alonso-Hernando 

et al., 2010; Alonso-Calleja et al., 2015; Ortega-Morente et al., 2013; Rodríguez-

Melcón et al., 2019). Los mecanismos generales de acción de un biocida pueden 

definirse en función de la estructura bacteriana contra la que ejercen su actividad. 

Por lo tanto, pueden definirse tres niveles: la interacción con los componentes 

celulares exteriores, la interacción con la membrana citoplasmática, y la interacción 

con componentes citoplasmáticos. Es posible que un biocida actúe en uno o en los 

tres niveles de interacción con las células bacterianas para producir su actividad 

antimicrobiana (Ortega-Morente et al., 2013). 

En esta línea, estudios previos realizados con diferentes grupos de bacterias 

han puesto de manifiesto que la exposición repetida a dosis subinhibitorias de 

desinfectantes desencadenó una adaptación de las poblaciones bacterianas a los 

biocidas, al tiempo que modificó el patrón de resistencia a los antibióticos en las 

cepas (Alonso-Hernando et al., 2009; Capita y Alonso-Calleja, 2013; Capita et al., 

2013, 2014, 2019a; Humayoun et al., 2018; Sheridan et al., 2012). Los biocidas, 

tales como los compuestos de amonio cuaternario, la clorhexidina, el fosfato 
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trisódico, etc., se usan ampliamente para reducir la contaminación bacteriana en la 

industria alimentaria, en entornos clínicos y agrícolas. Sin embargo, la eliminación 

de estas bacterias transmitidas por los alimentos puede resultar difícil debido al 

empleo de dosis bajas de los desinfectantes aplicados o a la limpieza insuficiente 

antes de la desinfección (Capita et al., 2014; Gadea et al., 2016; Mavri y Smole-

Možina, 2013). Bajo tales condiciones, las bacterias están expuestas regularmente 

a concentraciones subletales de desinfectantes, y esto puede conducir a la 

adaptación de bacterias que inicialmente eran susceptibles (Mavri y Smole-Možina, 

2013). 

Durante la adaptación de las bacterias a los biocidas pueden darse de forma 

conjunta múltiples mecanismos, tales como la modificación de la estructura y 

composición de la membrana celular, los cambios en la fluidez de la membrana, la 

formación de biopelículas, la adquisición de genes que codifican para la síntesis de 

bombas de expulsión, la sobreexpresión de las bombas de expulsión y la 

biodegradación (Gadea et al., 2016, 2017). Sin embargo, hay pocos estudios sobre 

la influencia de la adaptación a los biocidas en la sensibilidad de las bacterias a los 

conservantes que generalmente se encuentran en alimentos procesados, 

medicamentos y muchos otros productos utilizados en la vida diaria como un 

componente ubicuo (Gadea et al., 2017; Moen et al., 2012). El papel de los 

conservantes en los alimentos es, además de mejorar el sabor y la calidad 

nutricional, retrasar el deterioro de los mismos, incrementando su vida útil.  

Algunos de los conservantes que suelen emplearse en el ámbito alimentario 

son el nitrito sódico (E-250) y el nitrato sódico (E-251), entre otros. Ambos 

compuestos son muy usados, en combinación, en carnes listas para el consumo. 

El nitrito ayuda a desarrollar el sabor, y el color rosado característico de la carne 

procesada e inhibe el crecimiento de microorganismos alterantes y de bacterias 

patógenas. Por otro lado, el nitrato actúa como precursor de los nitritos mediante la 

acción de la enzima nitrato-reductasa, que es producida por algunos 

microorganismos. El uso de conservantes en alimentos está estrictamente regulado 

por razones de seguridad alimentaria (Lim et al., 2016; Sindelar y Milkowski, 2012).  

El hipoclorito de sodio se reconoce como un poderoso oxidante y, en dosis 

altas, puede provocar daños en el ADN, oxidar las proteínas celulares e inhibir las 

enzimas involucradas en el metabolismo de la glucosa (Ritter et al., 2019). Mientras 
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que, el fosfato trisódico es un aditivo alimentario, con capacidad biocida, empleado 

en diferentes grupos de alimentos como agente regulador del pH, emulsionante, 

estabilizante, quelante y humectante.  

La exposición a biocidas en el medio ambiente puede seleccionar cepas 

bacterianas tolerantes a estos compuestos y exhibir una mayor resistencia a los 

antibióticos a través de mecanismos de co-resistencia o resistencia cruzada 

(Donaghy et al., 2019; Romero et al., 2017; Wales y Davies, 2015). 

La resistencia cruzada de microorganismos se refiere a aquellos que han 

desarrollado métodos para sobrevivir a uno o varios antimicrobianos mediante uno 

o varios mecanismos de acción, pudiendo ser responsable de la resistencia a 

diferentes compuestos un único gen. En este caso, los medicamentos o productos 

químicos a analizar pertenecen a la misma clase y son inactivados por la célula en 

el mismo grado, sin embargo, los cambios sutiles en la química de estos 

compuestos aumentan sus actividades y las células microbianas son más o menos 

susceptibles a su acción. Por ejemplo, los fármacos de fórmula avanzada son más 

efectivos que los fármacos preexistentes que son químicamente similares (Paul et 

al., 2019; Schwaiger et al., 2014). 

Se ha sugerido que la resistencia cruzada a los compuestos antimicrobianos, 

después de la exposición y la adaptación a un biocida, podría tener lugar en las 

siguientes situaciones: (1) el biocida y el compuesto antimicrobiano actúan sobre la 

misma diana celular; (2) el biocida y el compuesto antimicrobiano tienen el mismo 

mecanismo de transporte; (3) el  biocida y el antibiótico utilizan el mismo 

mecanismo de resistencia y, finalmente, (4) en situaciones donde los genes que 

contribuyen a la tolerancia a los biocidas y a la resistencia a los antibióticos se 

transportan en el mismo elemento genético móvil (Gadea et al., 2016; Poole, 2005). 

Debido a que existe la posibilidad de resistencia cruzada entre antibióticos y 

biocidas, la presión selectiva para adquirir genes de resistencia para uno de ellos, 

podría actuar seleccionando genes de resistencia para el otro. Por lo tanto, el mal 

uso de los biocidas puede contribuir a un riesgo potencial para el desarrollo de 

resistencia a los antibióticos. Como consecuencia, el tratamiento efectivo de 

infecciones con antibióticos de uso común puede fallar, aumentando el riesgo de 

enfermedad invasiva o muerte (Humayoun et al., 2018). 
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Por otro lado, la co-resistencia implica resistencia en la misma cepa 

bacteriana a más de una categoría de productos químicos (antibióticos, biocidas, 

metales, fitocidas y otros). En este caso son genes diferentes los responsables de 

la resistencia a cada tipo de compuestos, si bien se trata de genes físicamente 

unidos, que se transfieren y expresan de forma conjunta. Los genes para la 

resistencia a los antibióticos pueden estar alojados en un solo casete y mantenerse 

bajo el control del mismo promotor para una expresión coordinada, aunque los 

niveles de expresión pueden variar de acuerdo con su proximidad al promotor. 

Dichos casetes se transmiten en un transposón y prevalecen en bacterias, ya que 

luego se integran en el ADN cromosómico o plasmídico y se transfieren a otras 

bacterias que viven en el mismo hábitat, lo que confiere propiedades de resistencia 

(Cantón y Ruiz-Garbajosa, 2011; Paul et al., 2019). Asimismo, se ha demostrado 

que los plásmidos son mediadores importantes para las relaciones metabólicas y 

genéticas, del mismo modo que la clasificación de los mismos proporciona 

información útil sobre la epidemiología de la resistencia a los antibióticos mediada 

por plásmidos (impulsada por diversos plásmidos o un tipo de plásmido dominante) 

y las hipótesis sobre la transmisión de resistencia durante los brotes se pueden 

refinar de acuerdo con la relación de los plásmidos de resistencia que albergan las 

cepas clínicas (Orlek et al., 2017).  

Actualmente, están ganando terreno los temores con respecto a la co-

selección para la resistencia a los antibióticos entre las bacterias encontradas en el 

ganado que han tolerado la utilización en la explotación ganadera de diversos 

antimicrobianos, como desinfectantes y otros biocidas, metales y otros agentes 

terapéuticos. Las cepas resistentes a los antibióticos también podrían transportar 

factores genéticos responsables de la resistencia a otros agentes antimicrobianos, 

lo que aumenta el riesgo de propagar, tanto el fenotipo como el genotipo de 

resistencia a los antibióticos, a otros entornos o a través de la cadena alimentaria 

(Romero et al., 2017). 

El objetivo de este capítulo fue determinar el efecto de concentraciones 

crecientes subinhibitorias de tres biocidas de uso alimentario sobre los patrones y 

los genes de resistencia a antibióticos en 10 cepas de S. enterica pertenecientes a 

10 serotipos diferentes. 
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1. Materiales y métodos. 

1.1 . Cepas  
En este estudio se han utilizado 10 cepas de salmonella enterica de 10 

serotipos diferentes: Salmonella Anatum (SA2), Salmonella Thompson (ST1), 

Salmonella Typhimurium (ST2), Salmonella Infantis (SI), Salmonella Kentucky (SK), 

Salmonella Agona (SA1), Salmonella 1,4,(5),12:i:- (S1), Salmonella Hadar (SH), 

Salmonella Virchow (SV) y Salmonella Enteritidis (SE). Las cepas se han 

conservado a -30 ºC en Caldo Triptona Soja (TSB, Oxoid) con un 20% (v/v) de 

glicerol. Una vez iniciados los experimentos, las cepas se mantuvieron a 4±1 ºC en 

placas de Agar Triptona Soja (TSA, Oxoid, Hampshire, Reino Unido). 

 

2.2. Biocidas 

Se han utilizado tres compuestos biocidas: nitrito sódico (NS) (Sigma-Aldrich, 

Steinheim, Alemania), fosfato trisódico (TSP) (Merck, Darmstadt, Alemania) e 

hipoclorito sódico (HS) (Sigma-Aldrich). Estos compuestos se utilizan en la industria 

alimentaria como conservantes (FTS y NS), descontaminantes (FTS) o 

desinfectantes (HS). Las soluciones se prepararon asépticamente antes de cada 

ensayo en agua destilada estéril. 

 

2.3. Determinación de la concentración mínima inhibitoria (MIC) 
antes de la exposición. 

Los valores de la concentración mínima inhibitoria (MIC) se establecieron 

utilizando el método de microdilución en caldo siguiendo las directrices del Clinical 

and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2008). El desarrollo del proceso se puede 

observar en la Figura II.1. Se tomaron cinco colonias de cada cepa de las placas 

de TSA, se inocularon en 10 mL de caldo Mueller-Hinton (MH, Oxoid, Hampshire, 

Reino Unido) y se incubaron a 37 °C. Después de 24 h de incubación los cultivos 

contenían aproximadamente 108 ufc/mL. Para el experimento, se utilizaron placas 

de microtítulo de poliestireno de 100 pocillos (Oy Growth Curves Ab Ltd., Helsinki, 

Finlandia). Los pocillos se llenaron con 20 µL de la solución de biocida (se utilizó 
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un intervalo de concentraciones) y 180 µL de MH con la dilución adecuada de 

inoculo para obtener una concentración final en el pocillo de 5 × 105 ufc/mL. La 

concentración del inóculo se confirmó mediante recuento por siembra directa en 

placa. Se incluyeron en cada experimento tanto controles positivos (200 µL de 

inóculo con una concentración de 5 x 105 ufc/mL) como un control negativo (180 µL 

de caldo MH + 20 µL de biocida). Los valores de la densidad óptica inicial a 420-

580 nm (OD420-580) oscilaron entre 0,090-0,100. Las placas de microtítulo se 

incubaron a 37 °C en un Bioscreen C MBR (Oy Growth Curves Ab) y la MIC se 

determinó como la menor concentración de biocida que impide el crecimiento 

bacteriano transcurridas 48 h de incubación. Se estableció como valor de referencia 

límite una densidad óptica (DO420-580) de 0,200, ya que por debajo de este valor de 

DO no se puede asegurar la inexistencia de crecimiento bacteriano.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura II.1 Esquema del procedimiento seguido para la determinación de la MIC.
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2.4 Exposición de las cepas a concentraciones subinhibitorias de 
los biocidas.  

El procedimiento seguido para la exposición de las cepas se esquematiza en 

la Figura II.2. 

 

 

Figura II.2 Procedimiento seguido para la exposición de las cepas a concentraciones 
subinhibitorias crecientes de los biocidas. 
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La prueba se realizó siguiendo la misma metodología descrita para la 

determinación de la MIC. La concentración inicial de partida de los biocidas fue 

MIC/2. Cuando se observó el crecimiento, 20 µL de la suspensión se transfirieron 

asépticamente al siguiente pocillo, que contenía 180 µL de caldo MH y 20 µL de 

solución de biocida. Después de la transferencia, cada pocillo contenía una 

concentración de biocida 1,5  veces superior que el pocillo anterior. Este 

procedimiento continuó hasta que no se observó ningún crecimiento después de 72 

h de incubación a 37 °C. La suspensión en el último pocillo con crecimiento se 

sembró en placas de TSA con biocida a la mitad de la concentración máxima de 

biocida a la que la bacteria consiguió adaptarse. Las placas de TSA se conservaron 

a 4±1°C. 

2.5  Determinación de las concentraciones mínimas inhibitorias 
(MICs) después de la adaptación. 

Para la determinación de las MICs después de la adaptación a los diferentes 

biocidas se empleó la misma metodología que la utilizada para el cálculo de las 

MICs antes de la exposición, con la particularidad de que las cepas de Salmonella 

se sembraron en caldo MH con biocida a la concentración MIC/2. 

2.6. Antibiogramas de las cepas de Salmonella. 

Tanto antes como después de la exposición a concentraciones crecientes 

subinhibitorias de biocidas, las cepas de Salmonella fueron sometidas a pruebas 

de susceptibilidad frente a 31 antimicrobianos (Tabla II.1) utilizando la técnica de 

difusión por disco en agar MH (Agar Mueller- Hinton, Oxoid), descrita por el National 

Committee for Clinical and Laboratory Standards (CLSI, 2018).  

Las zonas de inhibición se midieron y clasificaron como sensibles, intermedias 

(susceptibilidad reducida) o resistentes según las directrices del CLSI (2018). Para 

asegurar la precisión y exactitud de los resultados obtenidos con los discos de 

difusión se utilizaron dos cepas control (Escherichia coli ATCC 25922 y 

Staphylococcus aureus ATCC 29213) cuyos patrones de resistencia a los 

antimicrobianos eran conocidos. Se realizaron un total de 1.240 pruebas (teniendo 

en cuenta todas las combinaciones de cepas, biocidas y antibióticos). La 

repetibilidad se evaluó mediante el ensayo de la cuarta parte de las pruebas, 
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(incluyendo combinaciones de todas las cepas, biocidas y antibióticos), dos veces, 

en días separados en un intervalo de 3 meses. 

Tabla II.1. Antimicrobianos usados en el ensayo con las cepas de Salmonella 
enterica. 

FAMILIA NOMBRE ABREVIATURA CONCENTRACIÓN 

Aminociclitoles Espectinomicina SH 100 µg 

Aminoglucósidos Amikacina AMK 30 µg 
Gentamicina GEN 10 µg 
Kanamicina K 30 µg 
Estreptomicina STR 10 µg 
Tobramicina TOB 10 µg 

Ansamicina Rifampicina RD 5 µg 

β-Lactámico Penicilina G P 10 unidades 
Ampicilina AMP 10 µg 
Ticarcilina TIC 75 µg 

β-Lactámico/ 
Inhibidores de la β-
Lactamasa 

Amoxicilina/Ac. Clavulánico AMC 

 

30 µg 

 Ampicilina/Sulbactam SAM 20 µg 
Piperacilina/Tazobactam TZP 110 µg 

Cefalosporinas Cefalotina (1ª Generación) KF 30 µg 
Cefazolina (1ª Generación) KZ 30 µg 
Cefoxitina (2ª Generación) FOX 30 µg 
Cefotaxima (3ª Generación) CTX 30 µg 

Cefalosporinas Ceftazidima (3ª Generación) CAZ 

 

30 µg 

 Cefepime (4ª Generación) FEP 30 µg 

Carbapenems Imipenem IPM 10 µg 
Monobactams Aztreonam ATM 30 µg 
Inhibidores de la 
vía del folato 

Sulfonamidas SUL 300 µg 
Trimetoprim/Sulfametaxazol SXT 25 µg 

Glicopéptidos Teicoplanina TEC 30 µg 
Fenicoles Cloranfenicol CHL 30 µg 

Quinolonas y 
Fluoroquinolonas 

Ácido Nalidíxico NAL 30 µg 
Ciprofloxacina CIP 5 µg 
Enrofloxacina ENR 5 µg 

Tetraciclinas Tetraciclina TET 30 µg 
Otros Fosfomicina FOS 50 µg 

Nitrofurantoína F 300 µg 
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2.6  Caracterización genotípica 
Las cepas de Salmonella enterica sin adaptar se incubaron en BHI en 

ausencia de biocidas y las cepas adaptadas a los mismos se incubaron a la 

concentración MIC/2 de cada uno de ellos. Posteriormente se realizó el mismo 

protocolo descrito con anterioridad en el Capítulo I de esta tesis para la extracción, 

cuantificación y amplificación de los genes de resistencia a antibióticos y de 

virulencia. 

Los cebadores y condiciones de amplificación utilizados para determinar tanto 

los genes de resistencia a antibióticos como los factores de virulencia se indican en 

la Tabla I.2. 

2.7  Análisis estadístico 
Los valores de las MICs se evaluaron utilizando técnicas de análisis de 

varianza, realizando la separación de medias con la prueba de rango múltiple de 

Duncan. Los porcentajes de cultivos con resistencia incrementada a los antibióticos 

tras la exposición a los biocidas se compararon mediante las pruebas de Fisher y 

Chi-cuadrado. Las diferencias significativas se establecieron para un nivel de 

probabilidad del 5% (P < 0,05). Los análisis se realizaron con programa informático 

Statistica 6.0 (Statsoft Ltd., Chicago, Illinois, EE.UU.).   

 

3. Resultados y discusión 
3.1. Determinación de la MIC y perfiles de resistencia a 

antibióticos  
Los valores de la MIC del FTS, NS e HS para las cepas de Salmonella antes 

de la exposición a concentraciones subinhibitorias de biocidas se muestran en la 

Tabla II.2. El análisis estadístico de los resultados reveló que todos los serotipos de 

Salmonella mostraron una susceptibilidad similar frente al FTS (entre 12,34 ± 0,09 

mg/mL y 12,74 ± 0,31 mg/mL) y el HS (entre 0,39 ± 0,04 mg/mL y 0,44 ± 0,04 

mg/mL). Se encontraron pequeñas diferencias, pero significativas, en cuanto a su 

susceptibilidad frente al NS (valores entre 11,84 ± 0,22 mg/mL y 12,44 ± 0,41 

mg/mL). Los valores de MIC observados para las cepas de Salmonella enterica son 

concordantes con resultados obtenidos con anterioridad (Alonso-Hernando et al., 
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2009; Kim y Day, 2007; Stanojević  et al., 2010), lo cual confirma que los 

compuestos ensayados son agentes antibacterianos eficaces. Después de varios 

pases a través de concentraciones progresivamente crecientes de los biocidas, la 

concentración máxima de FTS que permitió el crecimiento bacteriano fue 13,50 

mg/mL para todos los serotipos. Sin embargo, las cepas de Salmonella diferían en 

su respuesta a la exposición frente a concentraciones subletales de NS e HS, lo 

que sugiere que la adaptación a estos compuestos es dependiente de los serotipos 

de Salmonella. Las concentraciones máximas toleradas fueron 30,38 mg/mL de NS 

(45,56 mg/mL para SA1), y 0,68 mg/mL de HS (1,01 mg/mL para SH y 1,52 mg/mL 

para SI). 

Después de la adaptación, se obtuvo un incremento de la MIC de 

aproximadamente el doble para los tres biocidas empleados con respecto a la MIC 

obtenida para las cepas sin adaptar. El tipo de biocida usado presentó diferencias 

Tabla II.2. Concentraciones Mínimas Inhibitorias (MICs) de los tres biocidas 
(mg/mL) obtenidas para las 10 cepas de Salmonella enterica multirresistentes antes 
y después de la adaptación.  

Cepas  Tratamiento Biocida 

 ADA DDA        ADA DDA ADA DDA 

 NS NS        FTS FTS HS HS 

S. A1 12,04±0,09b 24,00 ± 0,00b 12,60± 0,24c 26,00 ± 3,46b 0,43±0,04a 0,83 ± 0,04a 

S. A2 12,20± 0,35b 24,00 ± 0,00b 12,56± 0,09c 28,00 ± 3,46c 0,43±0,03a 0,85 ± 0,08a 

S. E 12,32±0,30b 22,00 ± 3,46b 12,74±0,31c 28,00 ± 3,46c 0,44±0,04a 0,83 ± 0,04a 

S. H 11,88±0,11b 26,00 ± 3,46b 12,40±0,00c 30,00 ± 0,00c 0,44±0,05a 1,00 ± 0,11a 

S. I 11,96±0,22b 26,00 ± 3,46c 12,36±0,09c 20,00 ± 3,46b 0,43±0,03a 0,81 ± 0,00a 

S. K 11,88± 0,11b 20,00 ± 3,46b 12,64±0,33c 30,00 ± 0,00c 0,43±0,03a 0,88 ± 0,00a 

S.T1 12,44±0,41b 32,00 ± 3,46b 12,44±0,09b 30,00 ± 0,00b 0,44±0,04a 0,98 ± 0,07a 

S.T2 11,84± 0,09b 22,00 ± 3,46b 12,48±0,11c 30,00 ± 0,00c 0,42±0,05a 0,81 ± 0,00a 

S1 11,84± 0,22b 20,00 ± 3,46b 12,48±0,41c 24,00 ± 0,00c 0,44±0,04a 0,86 ± 0,04a 

S.V 11,96±0,17b 24,00 ± 6,00b 12,52± 0,27c 26,00 ± 3,46b 0,39±0,04a 0,88 ± 0,07a 

SA1, Salmonella Agona; SA2, Salmonella Anatum; SE, Salmonella Enteritidis; SH, Salmonella Hadar; SI, 

Salmonella Infantis; SK, Salmonella Kentucky; ST1, Salmonella Thompson; ST2, Salmonella Typhimurium; 

S1, Salmonella 1,4,(5),12:i-; SV, Salmonella Virchow.FTS, Fosfato trisódico; NS, Nitrito sódico; HS, 

Hipoclorito sódico. ADA: datos de MIC antes de la adaptación; DDA: datos de MIC después de la 

adaptación. Las MICs medias en la misma fila y para antes y después de la adaptación que no comparten 

ninguna letra (superíndice) son significativamente diferentes (P < 0,05).  
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significativas (P < 0,05) para todas las cepas, obteniéndose los mayores valores 

medios de la MIC para el FTS (27,20 mg/mL), seguido del NS (24 mg/mL) y, por 

último, el menor valor medio de MIC se correspondió con la obtenida para las cepas 

adaptadas al HS (0,87 mg/mL). 

Los mayores valores obtenidos de MIC después de la adaptación para el NS 

se obtuvieron en la cepa S. Thompson (32 mg/mL), mientras que las cepas S. 

Kentucky y S. 1,4,[5],12:i:- (20 mg/mL) presentaron los valores más bajos de la MIC 

para este biocida. Los serotipos que presentaron mayores valores para la MIC con 

el FTS fueron S. Hadar, S. Kentucky, S. Thomson y S. Typhimurium (30 mg/mL), 

mientras que el menor valor de la MIC lo presentó la cepa de S. Infantis (20 mg/mL). 

Por último, para el HS el mayor valor de MIC lo presentó la cepa de S. Hadar (1,00 

mg/mL) y el menor valor lo mostraron las cepas de S. Infantis y S. Typhimurium 

(0,81 mg/mL). Henly et al. (2019) determinaron la MIC antes y después de 

exposiciones sucesivas a los biocidas que analizaron, obteniendo un incremento 

aproximado superior al 50%. También otros autores, como Gadea et al. (2017), 

obtuvieron distintos incrementos para la MIC después de la adaptación en función 

del biocida utilizado y la cepa de Salmonella estudiada. 

Antes y después de la exposición a concentraciones crecientes subinhibitorias 

de biocidas, se probó la susceptibilidad de las cepas frente a un panel de 31 

antibióticos. Los patrones de resistencia a los antibióticos de las cepas ensayadas 

se muestran en la Tabla II.3.  

En el estudio de las cepas previo a la exposición, estas mostraron resistencia 

frente al siguiente número de antibióticos: 7 (S. Thompson), 9 (S. 1,4,[5],12:i:-, S. 

Virchow), 10 (S. Enteritidis, S. Anatum), 12 (S. Agona, S. Hadar), 13 (S. Infantis), 

15 (S. Kentucky) y 17 (S. Typhimurium). La exposición de las cepas a 

concentraciones crecientes subinhibitorias de biocidas se asoció con reducciones 

en la susceptibilidad a varios antibióticos, y las cepas pasaron de la categoría de 

"susceptible" (lo que implica que las infecciones debidas a bacterias probablemente 

pueden responder a ese antibiótico) a la de "resistente" (lo que implica que las 

infecciones causadas por bacterias no responderán, probablemente, a ese 

antibiótico), de acuerdo con las directrices utilizadas (CLSI, 2018). Hay que señalar 

que, en algunos casos, el incremento en la resistencia fue modesto, y las cepas 

pasaron de la categoría de "sensibles" a la de "sensibilidad reducida", o de 
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"susceptibilidad reducida" a "resistentes" (Tabla II.3). Es decir, en varias cepas y 

para diversos antibióticos, el diámetro de las zonas de inhibición en las cepas 

expuestas disminuyó con respecto a la no expuesta, pero no superó el límite de 

resistencia. Un modesto cambio en la susceptibilidad podría ser significativo, ya que 

podría favorecer el crecimiento de la cepa, particularmente si están involucrados 

mecanismos de expulsión (Braoudaki y Hilton, 2004; Cadena et al., 2019). En todos 

los casos las cepas pertenecían al mismo grupo (resistente, susceptible o 

susceptibilidad reducida) en las dos repeticiones realizadas con un intervalo de tres 

meses. 

Se observaron cambios en los perfiles de resistencia para diferentes clases 

de antibióticos después de la exposición a los biocidas, lo que sugiere que los 

mecanismos de tolerancia a los biocidas están asociados con mecanismos de 

amplio espectro (por ejemplo, bombas de expulsión o alteraciones de la 

permeabilidad) y pueden provocar una disminución en la susceptibilidad a 

compuestos con diversas estructuras químicas, como ha sido previamente sugerido 

por otros autores (Capita y Alonso-Calleja, 2013; Humayoun et al., 2018; Wesgate 

et al., 2016a). 

En este capítulo se han comparado los efectos de la exposición a 

concentraciones crecientes subinhibitorias de tres biocidas diferentes utilizados en 

las instalaciones de procesado de alimentos (FTS, NS e HS) sobre la 

susceptibilidad en cepas de Salmonella resistentes a múltiples antibióticos. Los 

estudios publicados con distintos biocidas y cepas bacterianas proporcionaron 

diferentes perspectivas sobre la aparición de resistencias bacterianas. Randall et 

al. (2007) observaron que el uso de ciertos tipos de desinfectantes puede aumentar 

la resistencia bacteriana frente a varios desinfectantes y a antibióticos. Estos 

autores expusieron ocho cepas de Salmonella enterica serotipo Typhimurium a 

diferentes desinfectantes usados en granjas (aceite de alquitrán fenólico, 

compuestos oxidantes, desinfectantes a base de aldehídos o compuestos de 

amonio cuaternario) y los resultados obtenidos difirieron dependiendo del 

desinfectante y de la cepa ensayada. La exposición a compuestos oxidantes 

disminuyó notablemente la susceptibilidad a la ciprofloxacina y varios 

desinfectantes mediante la inducción de la expresión del sistema de expulsión 

AcrAB-TolC. Por lo tanto, en dicha investigación, se concluyó que el potencial de 
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este tipo de compuestos para inducir la resistencia a la ciprofloxacina es una 

preocupación real pudiendo dar lugar a la presión selectiva para la selección y/o el 

mantenimiento de las cepas resistentes en ausencia del antibiótico. Otros autores 

también han observado que la exposición a concentraciones crecientes subletales 

de biocidas selecciona cepas de Salmonella resistentes a antibióticos (Condell et 

al., 2012; Karatzas et al., 2007).  

Por otra parte, algunos estudios mostraron que no está clara la relación entre 

el uso de biocidas en dosis subletales y la resistencia a los antibióticos (Condell et 

al., 2012; Humayoun et al., 2018; Ledder et al., 2006). Se ha sugerido que, dado 

que los resultados observados en los trabajos de investigación son variables, existe 

una necesidad de más estudios que aborden el impacto de la utilización de biocidas 

y la aparición de resistencias a los antibióticos (Capita y Alonso-Calleja, 2013). 

El impacto de la exposición a los biocidas sobre la reducida susceptibilidad a 

los antibióticos fue dependiente de los serotipos de Salmonella y de las familias de 

antibióticos ensayados (Figura II.3). Así, S. Agona y S. Anatum mostraron un 

incremento menor en el número de resistencias (P <0,05) frente a los antibióticos 

ensayados (3 para cada cepa) que las cepas restantes (7 a 19), donde la cepa de 

S. Hadar mostró el mayor incremento en el número de resistencias (19). Esta 

variabilidad coincide con los resultados anteriores (Alonso-Hernando et al., 2009; 

Braoudaki y Hilton, 2004), y sugiere que los cambios en el patrón de susceptibilidad 

a los antibióticos después de la exposición a biocidas podrían ser específica del 

serotipo en lugar de ser específico de la especie o del género. Todo esto hace que 

sea muy difícil predecir el comportamiento de una cepa después de la exposición 

subletal a los biocidas.  
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Tabla II.3 Patrones de resistencia antibióticos de las 10 cepas de Salmonella enterica analizadas, sin adaptar y adaptadas a 
diferentes biocidas. 

  ANTIBIÓTICOS 

C T SH AMK GEN K STR TOB RD AMP P TIC AMC SAM TZP KF KZ FOX CTX CAZ FEP IPM ATM SUL SXT TEC CHL NAL CIP ENR TET FOS F 

SA1  A R S S R R S R R R R S S R I R S I I S I S R S R R S I I S S I 

  B R R R R R R R R R R S I I R R S R R S I I R S R R S I R I I I 

  C R I S R R I R R R R I I I R R S R I I R I R S R R S I R S S R 

  D R I I I R I R R R R S S I S R S R R S R I R S R R S I I I S R 
SA2  A R S S R I S R S R I S S R R S I I I S S S S S R I I I R R S R 

  B R I S I I S R S R I I S R I S R I S S S S S S R I I I I I S S 

  C R S S I R S R S R S S S S S R S S S S S S R S R S I I S S S R 

  D R I R I R I R I R I S S R S I R R R S S I I I R S I I I I S R 
SE  A R S S R R S R R R R S S I I R S I S S S S I S R S S S I S S R 

  B I I I I I R R R R R I S I I R S I S S I S S S R S S R S S S I 

  C R R I R R I I R R I S S I R R R R R S I R R S S S R R R S R R 

  D I I S I R S R R R R S S R S I S R R S S S R S R S S I S S S R 
SH  A R S S R R S R S R R S S I I I S R S I R S S S R S R I R R S S 

  B I R I R R R R I R R S R I I R S R R I R S S S R R R R R R I R 

  C R R I R R I R I R R R S R R R I R R R R R R S S S R R R S R R 

  D R R I I R I R R R R I S I S R S R R S R I R S R R I I S I S R 
SI  A R S S I R S R R R R S S I I R S I I S R S R S R R S I R S S R 

  B R R R I R R R R R R S S R S R R R R S R R R I R R S R I I S R 

  C R I S R R S R R R R I S I I R S I I I R S R S R R S I R S S R 

  D R R R I R R R R R R I S I S R R R R S R I R S R R I I I I S R 
SK  A R S S I I I R R R R R R I R R S I S I R S I S R S R R R R S I 

  B I R R R R R R R R R R R R R R R R I S I I I S R I R R R R S S 

  C R R I R R I R R R R I S R R R I R R R R R R S S S R R I S R R 

  D I R I I R R R R R R I R R R R I R R S R I R S R I R R R R S R 

ST1 A I I S R R S R S R R S S S S I S R I S I I S S R S I I I S S I 

  B R I R I R I R S R I S S R S R S R R S R S I S R I I I R S S S 

  C R R S R R S R S R S S I R R R I R R R I R R S S S R R I S R I 

  D I R R R R R R S R S I S S S R R R R S I S R I R I R I S I S I 
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ST2  
 

A R S S R R S R R R R R R R S R S I I S R S R S R R R I I I S R 

  B R I I I R R R R R R I I I S R S R I S R S R S R R R I S R S R 

  C R R I R R R R R R I S S R R R R R I R R R R I I I R R R R R R 

  D R R I I R R R R R R I I R S R I R I S R I R S R R R R S I S R 

S1  A I S S I R S R R R R S S R S I S S S S I S R S R S S I S R S S 

  B I R I I R R R R R R R S R S R S R I S R I R I R I I I S R S I 

  C R I S R R I R R R R I I I I R S R I S R I R S R R S I R I S R 

  D I I R R R I R R R R I I R R R S R I R I I R S R I I I R R S R 

SV  A I S S R R I R S R I S S I S S S I S S I S S S R S R R R S S R 

  B I R R I R I R I R S I S I S R I R R S R S I S R I R R R I S R 

  C I S S R R S R S R R S S I S I S R I S R S R S R S S I S R S S 

  D R I I I R I R S R S S S I S R S R I S I S I S R S R R R I S R 

SH, espectinomicina (100 mg); AMK, amikacina (30 mg); GEN, gentamicina (10 mg); K, kanamicina (30 mg); STR, estreptomicina (10 mg); TOB, tobramicina 

(10 mg); RD, rifampicina (5 mg); AMP, ampicilina (10 mg); P, penicilina G (10 units); TIC, ticarcilina (75 mg); AMC, amoxicilina/ácido clavulánico (30 mg); SAM, 

ampicilina/sulbactam (20 mg); TZP, piperacilina/tazobactam (110 mg); KF, cefalotina (30 mg); KZ, cefazolina (30 mg); FOX, cefoxitina (30 mg); CTX, cefotaxima 

(30 mg); CAZ, ceftazidime (30 mg); FEP, cefepime (30 mg); IPM, imipenem (10 mg); ATM, aztreonam (30 mg); SUL, sulfonamidas (300 mg); SXT, 

trimetoprim/sulfametoxazol (25 mg); TEC, teicoplanina (30 mg); CHL, cloranfenicol (30 mg); NAL, ácido nalidíxico (30 mg); CIP, ciprofloxacina (5 mg); ENR, 

enrofloxacina (5 mg); TET, tetraciclina (30 mg); FOS, fosfomicina (50 mg); F, nitrafurantoína (300 mg). SA1, Salmonella Agona; SA2, Salmonella Anatum; SE, 

Salmonella Enteritidis; SH, Salmonella Hadar; SI, Salmonella Infantis; SK, Salmonella Kentucky; ST1, Salmonella Thompson; ST2, Salmonella Typhimurium; 

S1, Salmonella 1, 4, (5), 12:i:-; SV, Salmonella Virchow. A, sin exposición; B, expuesta a fosfato trisódico; C, expuesta a nitrito sódico; D, expuesta a hipoclorito 

sódico. R, cepa resistente; I, cepa con susceptibilidad intermedia (susceptibilidad reducida); S, cepa susceptible; Las cepas expuestas con incremento de la 

resistencia a antibióticos (relativa a las cepas no expuestas) están sombreadas; las cepas expuestas que no han tenido incremento de la susceptibilidad a los 

antibióticos no están sombreadas. El incremento de la resistencia se define como el cambio desde S (antes de la exposición) a R (después de la exposición) 

de acuerdo con las directrices del CLSI. 
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Las diferencias más importantes entre los antibióticos ensayados se 

observaron para los aminoglucósidos (AMK, GEN y TOB), cefalosporinas 

(especialmente FOX y CAZ), sulfonamidas y otros antibióticos (ATM, FOS, F) 

que mostraron un mayor incremento de la resistencia tras la exposición a los 

biocidas. Gadea et al. (2017) obtuvieron datos concordantes con los obtenidos 

en este estudio para el grupo de las cefalosporinas, ya que tanto para la CTX 

como para la CAZ se obtuvieron pequeños incrementos en la resistencia. 

También se obtuvo un pequeño incremento en la resistencia para antibióticos 

como CIP y NAL.  

Hay que señalar que tanto los antibióticos aminoglucósidos como las 

cefalosporinas son conocidos como sustratos de las bombas de expulsión. Los 

cambios en los mecanismos de expulsión pueden ofrecer una ventaja adaptativa 

a las bacterias. Por ese motivo, el hecho de que esta exposición pueda 

seleccionar potencialmente cepas que sobreexpresen sus bombas de expulsión 

podría dar lugar a cepas de Salmonella más invasivas y, posteriormente, más 

resistentes frente a la terapia antimicrobiana, lo cual sería motivo de 

preocupación en el ámbito de la Salud Pública (Condell et al., 2012; Curiao et 

al., 2016; Pagès et al., 2005). La exposición subletal a biocidas de uso habitual 

en la industria alimentaria puede dar lugar a una mayor tolerancia a múltiples 

antibióticos. Este desarrollo de resistencia a los biocidas podría hacerlos 

ineficaces y conducir a la contaminación bacteriana de los alimentos, con las 

consecuentes connotaciones negativas para la Seguridad Alimentaria 

(Humayoun et al., 2018). Estos resultados son notables teniendo en cuenta el 

hecho de que las cefalosporinas se encuentran entre las opciones terapéuticas 

para el tratamiento de las infecciones humanas por Salmonella en pacientes 

jóvenes (Álvarez-Fernández et al., 2012). 
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Figura II.3. Porcentaje de cepas que muestran un incremento en la resistencia a los 
antibióticos después de la exposición a concentraciones subletales de biocidas. 
El incremento en la resistencia se define como un cambio desde susceptibilidad 
(antes de la exposición) a resistencia (después de la exposición) de acuerdo con 
las directrices del CLSI.  

Gráfico A: comparación entre cepas (considerando simultáneamente todos los biocidas y 

antibióticos). Gráfico B: Comparación entre biocidas (considerando simultáneamente todas las 

cepas y antibióticos). Gráfico C: Comparación entre antibióticos (considerando simultáneamente 

todas las cepas y biocidas). 

SH: espectinomicina (100 mg); AK: amikacina (30 mg); CN: gentamicina (10 mg); K: kanamicina (30 mg); 

S: estreptomicina (10 mg); TOB: tobramicina (10 mg); RD: rifampicina (5 mg); AMP: ampicilina (10 mg); P: 

penicilina G (10 units); TIC: ticarcilina (75 mg); AMC: amoxicilina/ácido clavulánico (30 mg); SAM: 

ampicilina/sulbactam (20 mg); TZP: piperacilina/tazobactam (110 mg); KF: cefalotina (30 mg); KZ: cefazolina 

(30 mg); FOX: cefoxitina (30 mg); CTX: cefotaxima (30 mg); CAZ: ceftazidime (30 mg); FEP: cefepime (30 

mg); IPM: imipenem (10 mg); ATM: aztreonam (30 mg); S3: sulfonamidas (300 mg); SXT: 

trimetoprim/sulfametoxazol (25 mg); TEC: teicoplanina (30 mg); C: cloranfenicol (30 mg); NA: ácido 

nalidíxico (30 mg); CIP: ciprofloxacina (5 mg); ENR: enrofloxacina (5 mg); T: tetraciclina (30 mg); FOS: 

fosfomicina (50 mg); F: nitrafurantoína (300 mg). 

SA1: Salmonella Agona; SA2: Salmonella Anatum; SE: Salmonella Enteritidis; SH: Salmonella Hadar; SI: 

Salmonella Infantis; SK: Salmonella Kentucky; ST1: Salmonella Thompson; ST2: Salmonella Typhimurium; 

S1, Salmonella 1, 4, (5), 12:i:- ; SV: Salmonella Virchow. NS: Nitrito sódico; FTS: Fosfato trisódico; HS: 

Hipoclorito sódico. 

Las columnas dentro del mismo gráfico que no tienen letras en común son significativamente diferentes (P 

< 0,05). 
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3.2. Determinación de genes de resistencia a antibióticos y 
biocidas. 

Los genes que codifican para la resistencia a los biocidas a veces se 

encuentran en elementos genéticos móviles transferibles horizontalmente, que 

también portan genes de resistencia a antibióticos. Debido a que existe la 

posibilidad de resistencia cruzada entre antibióticos y biocidas, la presión 

selectiva para adquirir genes de resistencia a uno puede seleccionar genes de 

resistencia para el otro. Por lo tanto, el mal uso de los biocidas puede dar lugar 

a un riesgo potencial para el desarrollo de resistencia a los antibióticos 

(Humayoun et al., 2018). Así mismo, se han descrito en bacterias Gram-

negativas varios genes de resistencia a los biocidas pertenecientes al grupo de 

compuestos de amonio cuaternario, tales como, qacE, qacEΔ1, qacF, qacG y 

qacH. Entre ellos, el gen qacEΔ1 es el más extendido, ya que se encuentra en 

varios grupos de bacterias Gram-negativas y normalmente se encuentra 

asociado a integrones de clase I (intl1) junto con los genes de resistencia a 

antibióticos (Jiang et al., 2017; Romero et al., 2017).  

En este trabajo se ha analizado únicamente el gen qacEΔ1, dentro de los 

que están relacionados con la codificación de las bombas de expulsión para 

eliminar los biocidas al exterior de la célula (Gadea et al., 2016). Los genes 

qacEΔ1, sul1 e intl1 se analizaron en todas las cepas independientemente de 

que presentasen resistencia o no para las sulfonamidas. Además, se estudiaron 

dichos genes tanto en las cepas de Salmonella enterica adaptadas como en las 

no adaptadas a los biocidas. En aquellas cepas resistentes a las sulfonamidas 

se observó la presencia de los genes qacEΔ1, sul1 e intl1. La asociación 

qacEΔ1-sul1 se detectó en dos serotipos, S. Infantis y S. Typhimurim, en el 

primero solamente se detectó en la cepa no adaptada y en el caso de S. 

Typhimurim se detectó en todos los aislamientos (cepa adaptada a los tres 

biocidas y no adaptada). En aquellos serotipos no resistentes y con resistencia 

intermedia a las sulfonamidas no se detectó el gen intl1; sin embargo, los genes 

qacEΔ1 y sul1 amplificaron en todos los serotipos, adaptados y sin adaptar, a 

excepción de S. Hadar y S. Thompson, que, cuando se adapataron al FTS no se 

detectó el gen qacEΔ1, ni el gen sul1.  

Algunos autores han llegado a la conclusión de que la presencia o 
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ausencia del gen qacEΔ1 es independiente de la aparición de resistencias tanto 

a los biocidas como a los antibióticos (Azadpour et al., 2015; Vijayakumar et al., 

2018). 

Por otra parte, la exposición y la adaptación a los biocidas también puede 

afectar a la homeostasis celular y/o cambiar el nivel de expresión de genes que 

regulan la síntesis y la modificación de la envoltura celular, virulencia, motilidad 

o respuesta al estrés (Curiao et al., 2016). En este sentido, cabe señalar que el  

FTS dio lugar a un incremento del número de resistencias a antibióticos, esto 

podría estar motivado por una sobreexpresión de los genes de resistencia por la 

actuación del biocida (Wales y Davies, 2015). 

Cuando se estudiaron las cepas resistentes y con susceptibilidad reducida 

(intermedia) a la AMP, podemos observar cómo se modificaron los fenotipos de 

multirresistencia ACSSu, ACSSuT y AACSTCSu. Estos fenotipos se han definido 

en otro Capítulo I tomando como referencia los estudios de Centeno et al. (2018) 

y González-Torralba et al. ( 2018). Los resultados obtenidos para estos fenotipos 

se muestran en la Tabla II.4, donde se puede apreciar que estos fenotipos de 

multirresistencia en algunos casos presentaron variaciones para una misma 

cepa en función de los tres tratamientos biocidas que fueron ensayados. En el 

caso de S. Agona y S. Infantis, se ha detectado el fenotipo de resistencia ACSSu 

en las cepas no adaptadas, sin embargo, cuando se adaptaron a los biocidas, 

en dos de ellos (FTS e HS), se produjo un pequeño incremento en la resistencia 

a las tetraciclinas pasando de sensible a susceptibilidad reducida, lo que dio 

lugar a que se modificase el fenotipo de multirresistencia. Por otro lado, en S. 

Infantis no se detectó el gen qacEA1_sul1 independientemente del tratamiento 

biocida empleado. 
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Tabla II.4 Fenotipo de multirresistencia y genes de resistencia presentes en 
las cepas de Salmonella enterica AMPR analizadas. 

Cepa Tratamiento Fenotipo  Genotipo 

 

S. A1 
No tratada ACSSu gyrA-parC-aadA-aac(3)-IV-cmlA-IntI1-qacEΔ1-rvintl1-sul1-sul2-

sul3-blaTEM-blaPSE-1-tetBa 

NS ACSSu gyrA-parC-aadA-aac(3)-IV-cmlA-IntI1-qacEΔ1-rvintl1-sul1-sul2-

sul3-blaTEM-blaPSE-1-tetBa 

FTS ACSSuTa gyrA-parC-aadA-aac(3)-IV-cmlA-qacEΔ1-rvintl1-sul1-sul2-sul3-

blaTEM-blaPSE-1-tetBb 

HS ACSSuTa gyrA-parC-aadA-aac(3)-IV-cmlA-IntI1-qacEΔ1-rvintl1-sul1-sul2-

sul3-blaTEM-blaPSE-1-tetBa 

 

S. H 
No tratada ND gyrA-parC-aadA-cmlAa-qacEΔ1b-sul1b-blaTEM

b-tetA-tetG 

NS  Aa ACSSu gyrA-parC-aadA-cmlAa-qacEΔ1b-sul1b-blaTEM
b 

FTS ND gyrA-parC-aadA-blaTEM
b-tetAb-tetBb 

HS AACaSTa CSu     gyrA-parC-aadA-cmlAa-qacEΔ1b-sul1b-blaTEM
b-tetBa 

 

S. I 
No tratada ACSSu gyrA- parC- aadA-cmlA- intl1- qacEΔ1- rvintl1- sul1- 

(qacEΔ1_sul1)- blaTEM- blaPSE-1 

NS ACSSu gyrA- parC- aadA-cmlA- intl1- qacEΔ1- rvintl1- sul1- blaTEM- 

blaPSE-1-tetBa 

 

FTS ACSSuTa gyrA- parC- aadA-cmlA- intl1- qacEΔ1- rvintl1- sul1- blaTEM-tetBb
 

HS ACSSuTa gyrA- parC- aadA-cmlA- intl1- qacEΔ1- rvintl1- sul1- blaTEM- 

blaPSE-1-tetBa 

 

S. K 
No tratada ND gyrA-parC-aadA-cmlAa-qacEΔ1a-sul1a-blaTEM-blaPSE-1 

NS ND gyrA-parC-aadA-cmlAa-qacEΔ1a-sul1a-blaTEM-blaPSE-1 

FTS AACaSSuT gyrA-parC-aadA-cmlAa-qacEΔ1a-sul1a-blaTEM-blaPSE-1 

HS AACaSTCaSu            gyrA-parC-aadA-cmlAa-qacEΔ1a-sul1a-blaTEM-blaPSE-1 

 

S. T2 
No tratada AACSTaCSu         gyrA-parC-aadA-cmlA-floR-intl1-qacEΔ1-rvintl1-sul1-sul2-

(qacEΔ1_sul1)-blaTEM-blaPSE-1-tetGa 

NS ACaSSuT   gyrA-parC-aadA-cmlA-floR-intl1-qacEΔ1-rvintl1-sul1-sul2-

(qacEΔ1_sul1)-blaTEM-blaPSE1 

FTS AACaSTCSu gyrA-parC-aadA-cmlA-floR-intl1-qacEΔ1-rvintl1-sul1-sul2-

(qacEΔ1_sul1)-blaTEM 

 HS AACaSTaCSu   gyrA-parC-aadA-cmlA-floR-intl1-qacEΔ1-rvintl1-sul1-sul2-

(qacEΔ1_sul1)-blaTEM-blaPSE-1-tetGa 

 

S1 
No tratada ASSuT gyrA-parC-aadA-cmlAa-intl1-qacEΔ1-rvintl1-sul1-sul2-blaTEM-tetB 

NS AACaSTaCSu gyrA-parC-aadA-cmlAa-intl1-qacEΔ1-rvintl1-sul1-sul2-blaTEM 

FTS AACSTCaSu gyrA-parC-aadA-cmlAa-intl1-qacEΔ1-rvintl1-sul1-blaTEM 

HS AACaSTCaSu gyrA-parC-aadA-cmlAa-intl1-qacEΔ1-rvintl1-sul1-sul2-blaTEM 

AMPR: resistencia frente a la ampicilina. A: Ampicilina; AC: Amoxicilina-Ácido Clavulánico; S: 

Estreptomicina; T: Tetraciclina; C: Cloranfenicol; Su: Sulfonamidas. a indica que las cepas 

presentaron susceptibilidad reducida (Intermedia) a ese antibiótico: b indica que las cepas 

presentaron sensibilidad frente a ese antibiótico. NS: Nitrito sódico; FTS: Fosfato trisódico; HS: 

Hipoclorito sódico. En negrita se destacan los genes de resistencia asociados a la isla genómica 1. 
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En las cepas de S. Hadar y S. Kentucky sin adaptar y en las adaptadas al 

FTS y al NS, respectivamente, no se detectó ningún fenotipo de multirresistencia. 

Sin embargo, en las cepas adaptadas al FTS e HS se detectó el fenotipo de 

pentarresistencia AACSTCSu, con las peculiaridades que se muestran en la 

Tabla II.4. En el caso de S. Kentucky se obtuvo el mismo perfil genotípico 

independientemente del tratamiento biocida. Sin embargo, en el caso de S. 

Hadar, cuando se sometió a la acción de los tres biocidas dejaron de detectarse 

algunos de los genes de resistencia analizados, relacionados con la resistencia 

a las tetraciclinas.   

S. Typhimurum presentó un perfil de pentarresistencia, 

independientemente del biocida empleado, mientras que la variante monofásica 

S. 1,4,[5],12:i:-, presentó un perfil ASSuT cuando la cepa no estaba adaptada, 

mientras que al someterse a la acción de los biocidas pasó a un patrón 

AACSTCSu. En este serotipo no se detectaron los genes de resistencia 

relacionados con las tetraciclinas independientemente del tratamiento biocida 

aplicado. Las cepas de S. Typhimurium con fenotipo de pentarresistencia 

ACSSuT se han asociado principalmente con la presencia de los genes blaPSE-1, 

floR, aadA2, sul1 y tet(G), localizados en un integrón complejo de clase 1, el cual 

forma parte de la isla genómica tipo 1 (SGI1).  Estos genes asociados al fenotipo 

de pentarresistencia en S. Typhimurium, se observaron en la cepa no adaptada 

y en la adaptada al HS.  

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos para los genes de resistencia 

analizados tanto para las cepas no adaptadas como para las adaptadas a los 

tres biocidas, es necesario realizar un estudio más amplio, para poder determinar 

cuales son los mecanismos, si los hubiese, para la disminución en la detección 

de genes de resistencia a antibioticos en alguna de las cepas de S. enterica   

analizadas tras la adaptación a los diferentes biocidas. 

En la Tabla II.5 puede observarse el perfil genotípico y los factores de 

virulencia detectados en los 10 serotipos que se han estudiado en este capítulo 

y el efecto de la adaptación a tres biocidas (NS, FTS y HS).  
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Tabla II.5. Perfil genotípico de 10 cepas de Salmonella enterica adaptadas al NS, FTS y HS. 

 Serotipo Genes de Resistencia Factores 
Virulencia 

SA1 No tratada           gyrA-parC-aadA-aac(3)-IV-cmlA-IntI1-qacEΔ1-rvintl1-sul1-sul2-sul3-blaTEM-blaPSE-1-tetBb  

NS         gyrA-parC-aadA-aac(3)-IV-cmlA-IntI1-qacEΔ1-rvintl1-sul1-sul2-sul3-blaTEM-blaPSE-1-tetBa  

FTS           gyrA-parC-aadA-aac(3)-IV-cmlA-qacEΔ1-rvintl1-sul1-sul2-sul3-blaTEM-blaPSE-1-tetBb  

HS gyrA-parC-aadA-aac(3)-IV-cmlA-IntI1-qacEΔ1-rvintl1-sul1-sul2-sul3-blaTEM-blaPSE-1-tetBa  

SA2 No tratada           gyrA-parC-aadA-cmlAa-qacEΔ1b-rvintl1b-sul1b-bla TEM   

NS         gyrA-parC-aadA-cmlAa-qacEΔ1b-rvintl1b-sul1b-bla TEM  

FTS           gyrA-parC-aadA-cmlAa-qacEΔ1b-rvintl1b-sul1b-bla TEM   

HS gyrA-parC-aadA-qacEΔ1b-rvintl1b-sul1b-bla TEM   

SE No tratada           gyrA-parC-aadA-qacEΔ1b-sul1b-blaTEM fimA 

NS         gyrA-parC-aadA-qacEΔ1b-sul1b-blaTEM fimA 

FTS           gyrA-parC-aadA-qacEΔ1b-sul1b-blaTEM fimA 

HS gyrA-parC-aadA-qacEΔ1b-sul1b-blaTEM fimA 

SH No tratada           gyrA-parC-aadA-cmlAa-qacEΔ1b-sul1b-blaTEMb-tetA-tetG  

 

 

NS         gyrA-parC-aadA-cmlAa-qacEΔ1b-sul1b-blaTEMb 

 

 

FTS           gyrA-parC-aadA-blaTEMb-tetAb-tetBb 

 

 

HS gyrA-parC-aadA-cmlAa-qacEΔ1b-sul1b-blaTEMb-tetBa  

SI No tratada           gyrA- parC- aadA-cmlA- intl1- qacEΔ1- rvintl1- sul1- (qacEΔ1_sul1)- blaTEM- blaPSE-1  

NS         gyrA- parC- aadA-cmlA- intl1- qacEΔ1- rvintl1- sul1- blaTEM- blaPSE-1-tetBa 

 

 

FTS           gyrA- parC- aadA-cmlA- intl1- qacEΔ1- rvintl1- sul1- blaTEM-tetBb  
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HS gyrA- parC- aadA-cmlA- intl1- qacEΔ1- rvintl1- sul1- blaTEM- blaPSE-1-tetBa  

SK No tratada           gyrA-parC-aadA-cmlAa-qacEΔ1a-sul1a-blaTEM-blaPSE-1  

NS         gyrA-parC-aadA-cmlAa-qacEΔ1a-sul1a-blaTEM-blaPSE-1 

 

 

FTS           gyrA-parC-aadA-cmlAa-qacEΔ1a-sul1a-blaTEM-blaPSE-1 

 

 

HS gyrA-parC-aadA-cmlAa-qacEΔ1a-sul1a-blaTEM-blaPSE-1  

ST1 No tratada           gyrA-parC-aadA-cmlAb-qacEΔ1b-rvintl1b-sul1b- blaTEMb-tetBb  fimA 

NS         gyrA-parC-aadA-cmlAb-qacEΔ1b-rvintl1b-sul1b- blaTEMb-tetBb fimA 

FTS           gyrA-parC-aadA-cmlAb-rvintl1b- blaTEMb fimA 

HS gyrA-parC-aadA-cmlAb-qacEΔ1b-rvintl1b- blaTEMb-tetBa fimA 

ST2 No tratada           gyrA-parC-aadA-cmlA-floR-intl1-qacEΔ1-rvintl1-sul1-sul2-(qacEΔ1_sul1)-blaTEM-blaPSE-1-tetGa fimA 

NS         gyrA-parC-aadA-cmlA-floR-intl1-qacEΔ1-rvintl1-sul1-sul2-(qacEΔ1_sul1)-blaTEM-blaPSE-1 fimA 

FTS           gyrA-parC-aadA-cmlA-floR-intl1-qacEΔ1-rvintl1-sul1-sul2-(qacEΔ1_sul1)-blaTEM 

 

fimA 

HS gyrA-parC-aadA-cmlA-floR-intl1-qacEΔ1-rvintl1-sul1-sul2-(qacEΔ1_sul1)-blaTEM-blaPSE-1-tetGa fimA 

S1 No tratada           gyrA-parC-aadA-cmlAa-intl1-qacEΔ1-rvintl1-sul1-sul2-blaTEM-tetB   

NS         gyrA-parC-aadA-cmlAa-intl1-qacEΔ1-rvintl1-sul1-sul2-blaTEM  

FTS           gyrA-parC-aadA-cmlAa-intl1-qacEΔ1-rvintl1-sul1-blaTEM  

HS gyrA-parC-aadA-cmlAa-intl1-qacEΔ1-rvintl1-sul1-sul2-blaTEM  

SV No tratada           gyrA-parC-aadA-cmlAb-qacEΔ1b-sul1b-blaTEM  

NS         gyrA-parC-aadA-qacEΔ1b-sul1b-blaTEM  

FTS           gyrA-parC-aadA-cmlAb-qacEΔ1b-sul1b-blaTEM  

HS gyrA-parC-aadA-qacEΔ1b-sul1b-blaTEM 

 

 
SA1: Salmonella Agona; SA2: Salmonella Anatum; SE: Salmonella Enteritidis; SH: Salmonella Hadar; SI: Salmonella Infantis; SK: Salmonella Kentucky; ST1: Salmonella 

Thompson; ST2: Salmonella Typhimurium; S1: Salmonella 1, 4, (5), 12:i:- ; SV: Salmonella Virchow. NS: Nitrito sódico; FTS: Fosfato trisódico; HS: Hipoclorito sódico. a indica 

que las cepas presentaron susceptibilidad reducida (Intermedia) a ese antibiótico: b indica que las cepas presentaron sensibilidad frente a ese antibiótico.
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En cuanto a los factores de virulencia, se detectó el factor fimA en las cepas 

de S. Enteritidis, S. Typhimurium y S. Thompson, tanto en las cepas sin adaptar 

como en las adaptadas a los tres compuestos.  

Los mecanismos que gobiernan cada adaptación específica dependen de 

una multitud de factores inherentes tanto al biocida particular como a la bacteria. 

Además, estudios previos han indicado que la exposición de bacterias a biocidas 

puede dar lugar a adaptaciones fenotípicas reversibles que ocurren como 

consecuencia de cambios temporales en la expresión génica, como respuesta 

frente a situaciones de estrés. Por el contrario, otros investigadores destacaron 

que la exposición a biocidas puede dar lugar a la selección de mutantes 

resistentes a biocidas con fenotipos estables que no revierten en ausencia del 

mismo. Esto puede explicar la diversidad dentro de los mecanismos de acción 

de los biocidas (Henly et al., 2019). 

En este estudio, se detectó resistencia a antibióticos y tolerancia a biocidas 

en diferentes serotipos de Salmonella aislados previamente de carne de pollo, y 

tras adaptarse a alguno de los biocidas comúnmente empleados en la industria 

alimentaria. Estos resultados concuerdan con los obtenidos por otros autores 

(Henly et al., 2019; Ritter et al., 2019; Wesgate et al., 2016b), que en algunos 

casos también han estudiado la presencia de genes de resistencia a antibióticos 

y de determinantes de resistencia a biocidas en cepas que fueron sometidas a 

la acción de diferentes biocidas. 

 

4. Conclusiones  
Los resultados de este estudio demostraron que la exposición in vitro de 

cepas de Salmonella enterica multirresistentes a concentraciones subletales de 

biocidas, que pueden tener lugar durante varias etapas de la cadena de 

producción de alimentos, puede reducir la sensibilidad de los cultivos a los 

antibióticos de uso común. Sin embargo, hay que destacar que los resultados de 

este trabajo derivan de experimentos de laboratorio y serían necesarias nuevas 

investigaciones en condiciones prácticas de campo para corroborar estos 

hallazgos. Además, se requieren investigaciones adicionales para determinar los 
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mecanismos moleculares que subyacen a la inducción de resistencia fenotípica 

a los antibióticos por FTS, NS e HS.  

Los cultivos expuestos mostraron, en comparación con los cultivos no 

expuestos, susceptibilidad reducida frente a un amplio rango de antibióticos. El 

impacto de la exposición a biocidas en la reducción de la susceptibilidad a los 

antibióticos fue dependiente del serotipo de Salmonella y de la familia de 

antibióticos ensayados, siendo la susceptibilidad a los aminoglucósidos y las 

cefalosporinas la más fuertemente afectada. 

Los resultados del presente estudio sugieren que el uso extensivo de 

biocidas en concentraciones subletales podría contribuir a la aparición de 

resistencia a los antibióticos en las cepas de Salmonella enterica con 

resistencias múltiples y favorecer la diseminación de genes de resistencia 

mediante mecanismos de transferencia horizontal, lo cual va a representar un 

riesgo para la Salud Pública. 
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1. Introducción. 

Los biofilms o biopelículas son estructuras tridimensionales de 

microorganismos que se adhieren a superficies bióticas o abióticas. En general, 

están formados por células individuales o pequeños grupos de células que luego 

se dividen y se diferencian en comunidades complejas con matrices extracelulares, 

presentando canales de agua y estando compuestas por proteínas, lípidos y ácidos 

nucleicos extracelulares incrustados (González-Machado et al., 2018; Kassinger y 

Hoek, 2020; Kostakioti et al., 2013; Rodríguez-Lázaro et al., 2018). Actualmente, 

las proteínas extracelulares, los carbohidratos y los ácidos nucleicos se consideran 

los componentes principales de estas estructuras. Debe señalarse que las 

biopelículas contribuyen a la supervivencia bacteriana al aumentar la adherencia a 

diversas superficies, favorecer la protección contra la depredación, la desecación y 

el ataque inmunitario, ofreciendo protección frente al uso de antibióticos y contra la 

inanición a través del almacenamiento de carbono. Todo ello favorece la 

patogenicidad y la supervivencia ambiental de las bacterias (Galié et al., 2018; 

Kassinger y Hoek, 2020; Kostakioti et al., 2013; Rodríguez-Melcón et al., 2019). 

Los microorganismos han desarrollado varias estrategias para resistir frente a 

los efectos de los antimicrobianos, entre las que se incluyen la formación de 

biofilms, la reducción de la permeabilidad celular, la expresión incrementada de 

bombas de expulsión, la modificación o superproducción de los lugares diana o 

receptores y la adquisición de rutas metabólicas alternativas a las inhibidas por el 

antimicrobiano (Capita y Alonso-Calleja, 2013; Ortega Morente et al., 2013; 

Reygaert, 2018). La capacidad de formación de biofilms es un mecanismo indirecto 

de resistencia bacteriana, que puede verse incrementada por el uso de biocidas y 

antibióticos (Henly et al., 2019; Shi y Zhu, 2009; Singh et al., 2017). Por otro lado, 

el uso de compuestos biocidas puede favorecer la expresión de mecanismos de 

resistencia a antibióticos, así como favorecer el incremento en la capacidad de 

formación de biofilms, cuando se emplean en unas condiciones determinadas 

(Capita et al., 2014; Molina-González et al., 2014). Dicho incremento de la 

tolerancia bacteriana a los biocidas va a suponer un importante motivo de 

preocupación en el contexto de la Seguridad Alimentaria y la Salud Pública, ya que 
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puede dar lugar y favorecer la persistencia de los microorganismos patógenos e 

indeseables a lo largo de la cadena alimentaria (Capita et al., 2019a).  

Numerosas evidencias experimentales sugieren que el proceso de formación 

del biofilm está controlado por una compleja cascada de reguladores (Kuchma et 

al., 2005). Las bacterias tienen un sistema de comunicación que facilita la 

adaptación a ambientes cambiantes mediante la modulación de la expresión génica 

(Daniels et al., 2004; Scheuerl et al., 2020). Dicha comunicación se lleva a cabo a 

través de pequeñas moléculas señal autoinductoras (quorum sensing) que 

permiten a la bacteria percibir la densidad de población existente y acumularse 

alrededor de las células en crecimiento. Cuando la concentración es alta, se inicia 

la expresión de genes implicados en la formación del biofilm. Existen diferentes 

tipos de biofilms ya que en función de las condiciones ambientales un tipo de 

bacterias es capaz de formar diversas clases de ellos (Andersen, 2016; Hall-

Stoodley et al., 2004). 

Los biofilms formados por bacterias patógenas son considerados como un 

desafío global, dando lugar a que investigadores de todo el mundo propongan o 

desarrollen alternativas para su control (Fagerlund et al., 2020; Gu et al., 2020; 

Malheiro et al., 2019), ya que los microorganismos organizados en biofilms son 

responsables de casos y brotes de infecciones humanas, tanto en el ámbito 

hospitalario como en el entorno de la Industria Alimentaria (Abebe, 2020). Dichos 

biofilms suponen un grave problema de salud mundial debido a su capacidad para 

favorecer en las bacterias la tolerancia a antibióticos, combatir los sistemas de 

defensa del hospedador y otros agentes externos, contribuyendo por lo tanto al 

desarrollo de infecciones crónicas persistentes (Sharma et al., 2019). Se requieren 

altas dosis de antibióticos durante un periodo prolongado de tiempo para combatir 

estas estructuras, y estos procedimientos a menudo fracasan, contribuyendo a la 

persistencia de la infección. Además, la mayoría de los antibióticos disponibles se 

han desarrollado para combatir células microbianas planctónicas, lo que provoca 

una brecha en el campo de los biofilms (Merino et al., 2019; Ribeiro et al., 2016).  

La formación de biofilms en la industria alimentaria está condicionada por una 

compleja interacción de factores (medio ambiente, célula, industria y propiedades 

de las superficies) que da como resultado  la formación del mismo, su arquitectura 

(diseño complejo de la estructura del biofilm) y, por lo tanto, su funcionalidad (modo 
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de actuación del biofilm) que en última instancia está relacionada con el entorno 

industrial en el que se encuentra el alimento (Whitehead y Verran, 2015). En dicho 

entorno, uno de los mayores problemas que nos encontramos radica en que entre 

los microorganismos formadores de biofilms se encuentran algunos de los 

principales microorganismos responsables de infecciones e intoxicaciones 

alimentarias humanas, tales como Escherichia coli, Salmonella enterica o Listeria 

monocytogenes, entre otros microorganismos, que pueden poner en riesgo la salud 

humana. La magnitud de este riesgo va a depender de las especies bacterianas 

que formen parte del biofilm (Camargo et al., 2017; Galié et al., 2018). De ellos, 

Salmonella enterica continúa siendo el agente causal más frecuentemente 

implicado en brotes de origen alimentario, como ha sido expuesto en apartados 

previos de esta memoria. Las ubicaciones principales para la formación del biofilm 

va a depender del tipo de fábrica, pero se pueden desarrollar estas estructuras 

sobre diversas superficies de contacto, conducciones, tuberías de leche, agua u 

otros líquidos, silos de almacenamiento para materias primas, materiales y aditivos, 

membranas de ósmosis inversa, etc. (Galié et al., 2018a; Nkemnaso y Chibueze, 

2018). Los biofilms presentes tanto en superficies de contacto con los alimentos 

como en las instalaciones y equipos de las industrias de procesado de los mismos, 

son indeseables, ya que constituyen una fuente persistente de contaminación 

microbiana de los productos alimenticios, que puede dar lugar al deterioro del 

alimento o a la transmisión de patógenos alimentarios. Además, las células 

asociadas a los biofilms suelen presentar una elevada resistencia a los 

antimicrobianos, incluyendo antibióticos y biocidas, por lo que estas células son 

más resistentes frente a los procesos de limpieza y desinfección (L+D) que se usan 

habitualmente en la industria alimentaria (Costerton et al., 1987; Sanchez-Vizuete 

et al., 2015; Sharma et al., 2019). 

El mecanismo más habitual para la formación de biofilms en Salmonella es la 

co-expresión de fimbrias curli, que facilitan la adhesión, junto a celulosa, mejorando 

la capacidad para formar biofilms sobre ciertas superficies abióticas (Beshiru et al., 

2018; Giaouris et al., 2015; Lamas et al., 2018; MacKenzie et al., 2017). A este 

problema se le une la capacidad que tienen estas bacterias sésiles para sobrevivir 

y adaptarse frente a los productos de L+D. Hay una serie de circunstancias en las 

que se pueden aplicar biocidas en dosis subinhibitorias, por ejemplo, como 



Capítulo III  

188 
 

consecuencia de cálculos incorrectos de las concentraciones a utilizar, de un 

almacenamiento inadecuado de las sustancias que conduce a una pérdida de 

eficacia, de la presencia de cantidades excesivas de material orgánico capaz de 

inactivar varios compuestos de cloro como el hipoclorito de sodio, de una 

distribución desigual de los biocidas o de la dificultad para asegurar que los 

desinfectantes lleguen a ciertas áreas (Capita et al., 2014; Capita et al., 2019b). 

Además, el empleo de los diferentes productos de L+D pueden afectar al 

crecimiento bacteriano de diferente manera (Donaghy et al., 2019). Estudios 

previos realizados sobre enterobacterias (Escherichia coli y Salmonella enterica, 

principalmente) han demostrado que la exposición repetida a dosis sub-inhibitorias 

de desinfectantes desencadena una adaptación de las poblaciones bacterianas a 

los biocidas, al tiempo que modifica el patrón de resistencia frente a antibióticos 

(Capita et al., 2014; Molina-González et al., 2014; Capita et al., 2019b). Se ha 

sugerido que existe un vínculo directo entre tolerancia a biocidas y resistencia a 

antibióticos, ya que los mecanismos que contribuyen a ambas circunstancias son 

similares, por ejemplo, cambios en la permeabilidad celular o la síntesis de bombas 

de expulsión (Alonso-Hernando et al., 2009; Capita et al., 2019a). 

Debido a la persistencia de la formación de biofilms de Salmonella en los 

entornos de procesado de alimentos después de la L+D, las estrategias de control 

y erradicación en la industria alimentaria deben estar en constante estudio. En este 

sentido, se ha probado con éxito el uso de varias alternativas para controlar la 

formación de biofilm de Salmonella, tales como el uso de bacterias ácido lácticas y 

bacteriocinas, de fagos, o el empleo de extractos de plantas aromáticas, inhibidores 

de quorum sensing, o el uso de nanomateriales y de sustancias surfactantes y 

biosurfactantes, entre otros (Galié et al., 2018; Merino et al., 2019). Debido a la 

resistencia de las biopelículas de Salmonella a los desinfectantes y antibióticos, es 

importante evaluar y desarrollar estrategias alternativas para prevenir su formación, 

que es la mejor estrategia para erradicar las biopelículas bacterianas de entornos 

relacionados con los alimentos (Merino et al., 2019). 

Las propiedades fisicoquímicas de la superficie celular de las membranas de 

las bacterias tienen efectos sobre la formación de los biofilms. Por ello, la 

hidrofobicidad de la superficie celular podría afectar a la capacidad de las células 

bacterianas para agregarse y así favorecer la formación de los biofilms (Fernandes 
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et al., 2014). Dicha hidrofobicidad se caracteriza por la adherencia de las células a 

los hidrocarburos, lo que favorece la capacidad de las bacterias para adherirse a 

las superficies bióticas o abióticas. Las células hidrofóbicas son más adherentes 

que las hidrofílicas a los tejidos epiteliales y endoteliales (Biniarz et al., 2015) y, por 

ello, la hidrofobicidad podría considerarse como uno de los factores de virulencia 

más importantes, ya que contribuye a la adherencia de los microorganismos al 

tejido del hospedador (Lagha et al., 2020; Vesterlund et al., 2005). La hidrofobicidad 

de varias especies bacterianas puede aumentar o disminuir cuando las células 

están bajo estrés o entran en un estado latente; se pueden provocar cambios en 

relación con su viabilidad y capacidad de cultivo, hecho que puede ser relevante 

para el potencial patogénico de las mismas (Dykes et al., 2003), pudiendo ser 

además responsables de causar enfermedad, en el caso de determinados 

patógenos entéricos, al relacionarse su potencial hidrofóbico con su capacidad de 

unirse a las células epiteliales humanas (Yaron y Römling, 2014; Haddaji et al., 

2015). La alta hidrofobicidad de los microorganismos se asocia, generalmente, con 

la presencia de estructuras fibrilares en la superficie y proteínas específicas de la 

pared celular (Liu et al., 2004) y dependiendo del tipo de superficie, la hidrofobicidad 

de las células puede incrementar la capacidad de los microorganismos para la 

adhesión. Las células hidrofóbicas se adhieren más fuertemente a las superficies 

hidrofóbicas, siendo a su vez más adherentes que las hidrofílicas a los tejidos 

epiteliales y endoteliales (Biniarz et al., 2015; Krasowska y Sigler, 2014).  

La hidrofobicidad microbiana juega un papel importante en procesos como la 

producción de alimentos y el deterioro de los mismos. Las interacciones entre 

microorganismos y componentes de los alimentos, como lípidos y proteínas, 

pueden influir y modificar la estabilidad de las emulsiones alimentarias. Las 

bacterias con las superficies más hidrófobas tienen una mayor afinidad por la grasa 

de la leche y los compuestos aromáticos (Krasowska y Sigler, 2014). La 

hidrofobicidad de la superficie celular puede cambiar, siendo influenciada por 

compuestos hidrofóbicos como hidrocarburos o agentes tensioactivos. La 

modificación de las propiedades superficiales de los microorganismos les permite 

utilizar y adaptarse a distintos sistemas ecológicos, pudiendo estar asociados estos 

cambios a variaciones en las fuentes disponibles de carbono y energía que afectan 

y modifican la superficie celular (Kaczorek et al., 2013).  
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Al igual que la capacidad hidrofóbica, se cree que existe una correlación 

entre la capacidad de formación de biofilm y los parámetros cinéticos de 

crecimiento, tales como fase de latencia (Lag) y el ritmo de crecimiento. La curva 

típica de crecimiento microbiano (Figura III.1) es de tipo sigmoideo (Swinnen et al., 

2004) y se caracteriza por estar compuesta por la fase de latencia, la fase de 

crecimiento exponencial, la fase estacionaria y la fase de muerte (Forget et al., 

2010; Rolfe et al., 2012). La fase de latencia es de vital importancia para el 

crecimiento microbiano, ya que es el tiempo que tarda una población microbiana, o 

una célula, en adaptarse al medio para poder desarrollarse (Buchanan et al., 1991). 

Por tanto, durante la fase de latencia, las células se adaptan a su nuevo entorno, 

induciendo o reprimiendo la síntesis y actividad de determinadas enzimas, iniciando 

la replicación de su material genético y, en el caso de las esporas, diferenciándose 

en células vegetativas. Debido a que el crecimiento de microrganismos patógenos 

en los productos alimenticios no es aceptable, de encontrarse alguno en un 

alimento, esto sería un mal menor, si lográsemos que su fase de latencia fuera 

infinita, es decir, que las condiciones que rodean al alimento no fueran óptimas e  

impidieran el crecimiento; si éstas no representan tal barrera al desarrollo 

microbiano, al menos será muy conveniente conocer con exactitud la fase de 

latencia (McMeekin et al., 2002, 1997), así como la velocidad de crecimiento del 

patógeno, para predecir, siempre que se sepa su carga inicial, cuándo puede 

alcanzarse la dosis infectiva (Leggett et al., 2017). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura III.1 Curva de crecimiento microbiano con las diferentes etapas o fases de 
crecimiento y muerte. 
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El objetivo de este Capítulo es determinar cómo influye la adaptación y/o 

exposición a tres biocidas de uso en al ámbito alimentario (fosfato trisódico, nitrito 

sódico e hipoclorito sódico) en la capacidad para formar biofilm, la hidrofobicidad 

superficial, los parámetros cinéticos de crecimiento y la actividad de las bombas de 

expulsión en una colección de 10 cepas de Salmonella enterica pertenecientes a 

10 serotipos diferentes. 

 

2. Material y métodos 
2.1 Cepas y biocidas 

En este Estudio se han utilizado las 10 cepas de Salmonella enterica de 10 

serotipos diferentes descritas en capítulos anteriores de esta Tesis (SA, SA2, SE, 

SH, SI, SK, ST1, ST2, S1, SV), tanto adaptadas como sin adaptar. Durante el 

experimento, las cepas se conservaron a 4 ± 1 ºC en placas de Agar Triptona Soja 

(TSA, Oxoid, Hampshire, England, Reino Unido) con una concentración de cada 

biocida igual a la MIC/2 obtenida para cada uno de ellos. Tanto las cepas control 

(no adaptadas) como las adaptadas se incubaron en caldo sin biocidas o con 

biocidas (MIC/2; cepas expuestas). Los biocidas empleados (FTS, NS e HS) se han 

descrito en capítulos previos de esta Memoria de Tesis Doctoral. 

 

2.2 Formación de biofilm 
Para determinar la cantidad de biofilm formado por las diferentes cepas de 

Salmonella enterica en el presente Estudio, se ha utilizado el método descrito por 

Stepanović et al. (2004), con algunas modificaciones. La densidad óptica de las 

células adheridas se determinó en placas de microtítulo de poliestireno de 100 

pocillos (Oy Growth Curves Ab Ltd., Helsinki, Finlandia) después de teñir con cristal 

violeta y enjuagar.  

El ensayo se ha realizado utilizando las 10 cepas de Salmonella enterica sin 

adaptar y adaptadas al FTS, NS y HS, y también tras la exposición de las mismas 

a los tres biocidas usados. Se realizó la siembra de cada una de las cepas en caldo 

TSB en presencia (MIC/2) y en ausencia de los mismos biocidas. Después de un 

periodo de incubación a 37 ºC durante 5 horas, los cultivos bacterianos contenían 

aproximadamente 108 ufc/ mL. Se realizaron tres diluciones decimales para partir 
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de una concentración inicial de bacterias del orden de 105 ufc/ mL. Posteriormente, 

se sembraron en las placas de microtítulo de poliestireno 20 µL de la última dilución 

y se añadieron 230 µL de caldo TSB (sin o con biocida, para asegurar la 

concentración MIC/2 en el pocillo), siendo el volumen final de 250 µL y la 

concentración final de bacterias del orden de 104 ufc/mL. Dicha concentración se 

confirmó mediante siembra y recuento en placa. Los pocillos utilizados para los 

controles negativos contenían 250 µL de TSB y TSB suplementado con biocida. Se 

utilizaron 5 controles negativos en cada ensayo. Las placas se incubaron en 

condiciones aerobias durante 24 horas a 37 ºC. Transcurrido este periodo, el 

contenido de la placa se eliminó y los pocillos se lavaron con 300 µL de agua 

destilada, procedimiento que se repitió dos veces. Las bacterias que permanecieron 

adheridas se fijaron a la placa agregando 250 µL de metanol en cada pocillo durante 

15 minutos. Luego se vaciaron las placas y se dejaron secar al aire. Una vez secas, 

se tiñeron con 250 µL de cristal violeta, que se dejó actuar durante 5 min. El exceso 

de colorante se enjuagó colocando la placa de microtítulo directamente debajo del 

agua corriente del grifo. Tras el secado al aire de las placas, el colorante unido a 

las células adheridas se solubilizó con 250 µL de ácido acético glacial al 33%. La 

densidad óptica de cada pocillo se midió a 580 nm (DO580) usando un Bioscreen C 

MBR (Oy Growth Curves Ab Ltd.). Las placas de microtítulo se agitaron durante un 

minuto antes de la medición de esta turbidez. Todos los experimentos se repitieron 

tres veces en días separados. Se realizaron un total de 480 pruebas. 

La DO580 de corte (DOc) se definió como el valor de tres desviaciones 

estándar más la media de la DO580 de los controles negativos. Las cepas se 

clasificaron en tres categorías: no productoras de biofilm, cuando DO580 ≤ DOc, 

productoras débiles de biofilm, cuando DOc < DO580 ≤ (2 x DOc), productoras 

moderadas de biofilm, cuando (2 x DOc) < DO580 ≤ (4 x DOc), o fuertes productoras 

de biofilm, cuando (4 x DOc) < DO580. Las diferencias en el grado de formación de 

biofilm se determinaron mediante técnicas de análisis de varianza (ANOVA), 

utilizando para la separación de medias la prueba de rango múltiple de Duncan. 

Las diferencias significativas se establecieron para un nivel de confianza del 95% 

(P < 0,05). 
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2.3. Curvas de crecimiento. 
El experimento se realizó en placas de microtítulo y los pocillos se llenaron de 

la misma manera que se describió para la formación de biofilms (104 ufc / mL). El 

crecimiento bacteriano se observó previamente a la incubación (tiempo 0) y a partir 

de aquí cada dos horas hasta un tiempo final de 120 horas. El crecimiento se 

determinó midiendo la DO a 420-580 nm (DO420-580) utilizando el Bioscreen C MBR 

(Oy Growth Curves Ab Ltd.).  Las placas se agitaron durante un minuto antes de 

cada medición de la turbidez. El modelo utilizado para ajustar las curvas de 

crecimiento a los datos obtenidos fue la ecuación de Gompertz modificada 

(Garthright, 1991): 

 
DOt =A + B * exp (-exp (2.71828183 * µ * (L- t) / B + 1)) 

 

donde t es el tiempo en horas transcurrido desde la inoculación, DOt es la densidad 

óptica (determinada a 420-580 nm; DO420-580) en el tiempo t, L es el tiempo de 

duración de la fase de latencia (Lag, horas), µ es el ritmo de crecimiento máximo 

(∆DO / h), B es el incremento en la DO420-580 desde la inoculación hasta la fase 

estacionaria (E), y A es la asíntota superior de la curva (concentración de bacterias 

en la etapa estacionaria, E) - B. Los valores para L, µ y B se obtuvieron para cada 

cepa y réplica ajustando el conjunto de datos a una curva sigmoidal usando un 

algoritmo de Levenberg-Marquardt. Las diferencias en los parámetros 

determinados en las curvas de crecimiento (fase Lag, ritmo de crecimiento máximo 

e incremento de la densidad óptica) se determinaron mediante técnicas de análisis 

de varianza (ANOVA), utilizando para la separación de medias la prueba de rango 

múltiple de Duncan. Las diferencias significativas se establecieron para un nivel de 

confianza del 95% (P < 0,05).  

 

 

 

 

 

 

 



Capítulo III  

194 
 

 

2.4 Determinación de la hidrofobicidad. 
La hidrofobicidad de las células microbianas se determinó mediante la prueba de 

adhesión microbiana a solventes (MATS), basada en la afinidad por los solventes 

no polares (To et al., 2002). Se usaron xileno y hexadecano como fase de 

hidrocarburos (Figura III.2).  

 

Se sembraron las cepas de Salmonella, tanto las adaptadas a los tres 

biocidas como las cepas sin adaptar, en 10 mL de caldo TSB con o sin biocida 

(MIC/2). Para llevar a cabo el experimento se recogieron, por centrifugación (5.000 

g; 10 min), células de Salmonella en la fase logarítmica (aproximadamente 16 horas 

de incubación). A continuación, se lavaron dos veces con una solución salina 

tamponada con fosfato estéril (pH = 7,0) y se resuspendieron en una solución salina 

de (NaCl 0,15 M) obteniendo una concentración aproximada de 108 ufc / mL (la 

concentración se comprobó por siembra en placa). La suspensión celular (2,4 mL) 

se mezcló por agitación con 0,4 mL del disolvente apolar apropiado (xileno o 

hexadecano) durante 60 segundos y se dejó reposar durante 15 min a temperatura 

ambiente, lo que permitió una separación completa de las dos fases (acuosa y 

orgánica). Se recogió la fase acuosa de la muestra (1 mL) y se determinó la 

absorbancia a 400 nm (Bioscreen C MBR). El porcentaje de células presentes en 

el solvente se calculó con la siguiente ecuación: porcentaje de afinidad = 100 × (1− 

(A / A0)), donde A0 es la absorbancia de la suspensión original a 400 nm antes de 

 

 
Figura III.2 Estructura química del xileno C6H4(CH3)2 y hexadecano(C16H34). 
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mezclar y A es la absorbancia de la fase acuosa. Cada experimento se realizó por 

triplicado en días separados. La hidrofobicidad de la superficie celular se agrupó en 

tres categorías en función del resultado de la fórmula anterior: débil (<21%), 

moderada (21% - 50%) y fuerte (> 50%) (Norouzi et al., 2010). 

 

2.5. Determinación de la actividad de las bombas de expulsión. 
Para determinar la actividad de las bombas de expulsión se utilizó como 

inhibidor carbonilcianuro-m-clorofenilhidrazona (CCCP; concentración final 80 mM; 

Sigma-Aldrich, Steinheim, Alemania). Se ensayó dicho compuesto a diferentes 

concentraciones para asegurar que al añadirlo en ausencia de biocidas no se inhibe 

el crecimiento bacteriano. Los parámetros cinéticos de crecimiento para los 

diferentes serotipos de Salmonella se determinaron tanto en ausencia como en 

presencia de CCCP para todas las condiciones probadas (células adaptadas y no 

adaptadas en la ausencia o presencia de concentraciones sub-inhibitorias de 

biocidas). Las cepas control y adaptadas crecidas en presencia de CCCP sin 

biocidas se utilizaron para asegurar que el CCCP no tuviera efecto inhibidor. Los 

valores para L, µ y B se obtuvieron para cada cepa y réplica ajustando el conjunto 

de datos a una curva sigmoidal usando un algoritmo de Levenberg-Marquardt. Las 

diferencias en los parámetros determinados en las curvas de crecimiento (fase Lag, 

tasa de crecimiento y valores de densidad óptica) se determinaron mediante 

técnicas de análisis de varianza (ANOVA), utilizando para la separación de medias 

la prueba de rango múltiple de Duncan. Las diferencias significativas se 

establecieron para un nivel de confianza del 95% (P < 0,05). 

 

3. Resultados y discusión 
3.1 Formación de biofilm. 

La ciencia y la tecnología de biofilms es un campo de estudio activo desde 

finales de la década de 1960, desde que Bill Costernon enunciara la primera 

definición de biofilm (Costerton et al., 1987). Hoy en día, se sabe que la mayoría de 

los microorganismos encontrados en la naturaleza están unidos a las superficies 

dentro de un ecosistema estructurado, como es el biofilm. La percepción de las 

biopelículas ha cambiado considerablemente en las últimas décadas como 

consecuencia del desarrollo tecnológico y la adaptación a nuevas tecnologías de 
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imagen, que nos permiten obtener una vista de la estructura tridimensional de la 

biopelícula y una descripción más detallada. Sin embargo, la formación de biofilms 

en placas de microtítulo de poliestireno sigue siendo uno de los métodos usados 

con mayor frecuencia para el estudio de los biofilms (Azeredo et al., 2017). 

En nuestro Estudio, pudimos comprobar que todas las cepas de Salmonella 

enterica analizadas fueron formadoras de biofilm en las placas de microtítulo de 

poliestireno. Se llevaron a cabo un total de 480 pruebas, teniendo en cuenta que 

se analizó la capacidad formadora de biofilms de las cepas control, de las cepas 

adaptadas al FTS, al NS y al HS (Tabla III.1A), y también se estudió el efecto que 

tenía sobre ellas el hecho de exponerlas o no a esos mismos biocidas (Tablas III.1 

A, B, C, D). Se obtuvo un valor de DO580nm de corte (estimado como tres 

desviaciones estándar sobre la media de la DO580 de los controles negativos) de 

0,116, valor que se utilizó para la clasificación de las cepas, como no formadoras 

de biofilm (DO580nm ≤ 0,116), formadoras débiles (0,116 > DO580nm ≤ 0,232), 

moderadas (0,232 > DO580nm ≤ 0,464), y fuertes formadoras de biofilm (DO580nm > 

0,464). Cuando analizamos la capacidad de formación de biofilm de las cepas de 

Salmonella no adaptadas y no expuestas (cepas control, Tabla III.1 A) destacaron 

como formadoras fuertes de biofilm las cepas de S. Agona y S. Infantis, con valores 

de DO580nm de 1,91 ± 0,34 y 1,86 ± 0,17, respectivamente, siendo significativamente 

diferentes (P < 0,05) al resto de los serotipos estudiados. Otros autores, como 

Wang et al. (2013), que estudiaron la capacidad formadora de biofilms en cepas de 

Salmonella procedentes de canales de pollo, también observaron que S. Agona y 

S. Infantis presentaban una elevada capacidad formadora de biofilm en 

comparación con otros serotipos de su investigación. Asimismo, Moraes et al. 

(2019) analizaron la capacidad formadora de biofilms en cepas de Salmonella 

aisladas de alimentos involucrados en casos de salmonelosis, comprobando que 

S. Infantis presentaba una fuerte capacidad de formación de biofilms. Por otra parte, 

Arteaga et al. (2019), en el caso de los serovares S. Enteritidis y S. Typhimurium 

procedentes, también, de carne de pollo, encontraron que eran formadores 

moderados de biofilm, al igual que ocurrió en nuestra investigación. Para el resto 

de los serotipos estudiados se observó una débil capacidad formadora de biofilm. 

Díez-García et al. (2012) analizaron la capacidad de formación de biofilm en cepas 

de Salmonella procedentes de canales de pollo y obtuvieron, también, unos 
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resultados similares a los obtenidos en nuestro Estudio, ya que encontraron que la 

cepa de S. Agona resultó ser fuerte formadora de biofilm, las cepas de S. 

Typhimurium y S. Enteritidis fueron formadoras moderadas y la cepa de S. Virchow 

tuvo una capacidad de formar biofilm débil. Sin embargo, en su caso, S. Infantis 

resultó ser formadora moderada. Por todo ello, parece bastante probable que la 

capacidad formadora de biofilm en las cepas de Salmonella analizadas es una 

propiedad dependiente del serotipo, algo que ya ha sido indicado con anterioridad 

(Capita et al., 2019b; Díez-García et al., 2012; Wang et al., 2013).  El efecto del 

serotipo, la adaptación y la exposición a los biocidas en la capacidad de formación 

de biofilms de las cepas de Salmonella enterica analizadas, se muestra en las 

Tablas III.1 (A, B, C y D). De manera global, se pudo observar el efecto de la cepa 

(serotipo), independientemente del tratamiento de exposición y de la adaptación, 

en la capacidad de las cepas para formar biofilm (P < 0,05).  

En el caso particular de formación de biofilms por influencia de la adaptación, 

se observaron diferencias significativas (P < 0,05) entre los compuestos. Por lo que 

respecta al NS, la adaptación tuvo una escasa influencia en la capacidad de las 

cepas para formar biofilm, y únicamente la cepa de S. Typhimurium pasó de 

formadora moderada a fuerte formadora de biofilm en presencia de NS. Las cepas 

de S. Agona y S. Infantis destacaron como las de mayor capacidad formadora de 

biofilms, tanto cuando no están adaptadas como cuando lo están frente a los tres 

biocidas usados, con valores medios de densidad óptica de entre 3 y 13 veces 

superiores al resto de las cepas. La adaptación al FTS fue la que provocó mayor 

incremento en la capacidad de formación de biofilm. Así, cepas como S. Hadar, S. 

Enteritidis y la variante monofásica de S. Typhimurium destacaron como fuertes 

formadoras de biofilm al estar adaptadas a este compuesto. Por su parte, la 

adaptación al HS provocó un incremento en la capacidad de formación de biofilm 

de la cepa de S. Hadar. 

El tratamiento de exposición, independientemente de la cepa y de la 

adaptación, ejerció una influencia significativa sobre la capacidad de las cepas para 

formar biofilm (Tabla III.2). El efecto de la exposición al FTS y al HS fue similar. 

Lamas et al. (2018) estudiaron la capacidad formadora de biofilm en 10 cepas de 

Salmonella enterica de diferentes serotipos aisladas de carne de pollo, evaluando 

el efecto de la exposición de las mismas frente a tres conservantes usados en el 

ámbito alimentario, entre ellos estudiaron el nitrito sódico. Estos autores obtuvieron 
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valores similares de formación de biofilms tanto para las cepas no expuestas como 

para las expuestas al efecto del NS, resultando ser el tratamiento menos efectivo 

sobre la capacidad de formación de biofilm dentro de su estudio. En nuestro caso, 

la exposición frente al NS fue la que proporcionó unos valores de formación de 

biofilm significativamente más bajos (P < 0,05), incluso menores que en las cepas 

no expuestas, correspondiendo los mayores valores más elevados a los obtenidos 

tras la exposición al FTS y al HS.  
 

Tabla III.1.A. Formación de biofilm en cepas de Salmonella enterica sin 
adaptar (cepas control) y adaptadas a tres biocidas de uso alimentario. 

cepa NAD AFTS ANS AHS 
SA1 1,910±0,336b 2,043±0,252e 2,000±0,430d 2,290±0,158c 

SA2 0,196±0,019a 1,435±0,404cd 0,167±0,043a 0,154±0,035a 

SE 0,249±0,034a 1,438±0,418cd 0,283±0,075ab 0,212±0,032a 

SH 0,165±0,013a 0,698±0,195b 0,177±0,029a 1,787±0,063b 

SI 1,860±0,169b 1,821±0,133de 1,753±0,088c 1,701±0,068b 

SK 0,155±0,025a 0,131±0,032a 0,148±0,015a 0,139±0,014a 

ST1 0,213±0,051a 0,176±0,042a 0,188±0,011a 0,209±0,017a 

ST2 0,271±0,091a 0,119±0,005a 0,473±0,027b 0,202±0,101a 

S1 0,157±0,011a 1,364±0,366c 0,147±0,000a 0,128±0,027a 

SV 0,137±0,031a 0,179±0,072a 0,120±0,011a 0,130±0,008a 

SA1, Salmonella Agona; SA2, Salmonella Anatum; SE, Salmonella Enteritidis; SH, Salmonella Hadar; SI, 

Salmonella Infantis; SK, Salmonella Kentucky; ST1, Salmonella Thompson; ST2, Salmonella Typhimurium; S1, 

Salmonella 1, 4, (5), 12:i-; SV, Salmonella Virchow. NAD, cepa no adaptada; AFTS, cepa adaptada al fosfato 

trisódico; ANS, cepa adapada al nitrito sódico; AHS, cepa adaptada al hipoclorito sódico. Los valores en la 

misma columna que no comparten ninguna letra presentan diferencias significativas entre sí (P < 0,05). 

 

Tabla III.1.B. Formación de biofilm en cepas de Salmonella enterica sin 
adaptar y adaptadas a tres biocidas de uso alimentario y expuestas al efecto 
del FTS. 
CEPA NAD AFTS ANS AHS 
SA1 2,225±0,215a 2,330±0,074c 2,240±0,010b 2,497±0,056d 

SA2 0,162±0,044b 1,764±0,312b 0,127±0,016a 0,148±0,048a 

SE 0,328±0,290b 0,123±0,017a 0,332±0,330a 0,137±0,017a 

SH 0,146±0,028b 0,136±0,028a 0,148±0,027a 2,042±0,225b 

SI 2,243±0,199a 2,124±0,366c 1,954±0,234b 2,189±0,195c 

SK 0,185±0,048b 0,130±0,013a 0,136±0,021a 0,141±0,018a 

ST1 0,168±0,040b 0,133±0,045a 0,157±0,024a 0,175±0,027a 

ST2 0,263±0,095b 0,230±0,156a 0,339±0,069a 0,255±0,125a 

S1 0,149±0,026b 2,201±0,255c 0,278±0,251a 0,178±0,072a 

SV 0,137±0,024b 0,146±0,014a 0,123±0,008a 0,123±0,005a 

Para interpretación, ver Tabla III.1.A. 
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Tabla III.1.C. Formación de biofilm en cepas de Salmonella enterica sin 
adaptar y adaptadas a tres biocidas de uso alimentario y expuestas al efecto 
del NS. 

CEPAS NAD AFTS ANS AHS 
SA1 1,301±0,138b 0,253±0,135b 1,620±0,190c 0,148±0,041a 

SA2 0,112±0,006a 0,161±0,004ab 0,116±0,019a 0,117±0,004a 

SE 0,164±0,044a 0,120±0,010a 0,121±0,013a 0,120±0,016a 

SH 0,137±0,028a 0,164±0,073ab 0,111±0,009a 1,769±0,173c 

SI 1,347±0,217b 0,125±0,009a 1,370±0,282b 1,300±0,134b 

SK 0,126±0,022a 0,132±0,016a 0,115±0,018a 0,115±0,007a 

ST1 0,139±0,030a 0,140±0,031a 0,127±0,018a 0,132±0,025a 

ST2 0,113±0,011a 0,123±0,017a 0,124±0,014a 0,112±0,005a 

S1 0,123±0,010a 0,163±0,027ab 0,129±0,015a 0,117±0,003a 

SV 0,120±0,014a 0,109±0,013a 0,116±0,010a 0,113±0,006a 

Para interpretación, ver Tabla III.1.A. 

 

Tabla III.1.D. Formación de biofilm en cepas de Salmonella enterica sin 
adaptar y adaptadas a tres biocidas de uso alimentario y expuestas al efecto 
del HS. 
CEPAS NAD AFTS ANS AHS 

SA1 1,680±0,197d 2,030±0,473c 2,005±0,440b 2,217±0,378b 

SA2 0,162±0,016ab 1,031±0,043b 0,171±0,031a 0,122±0,006a 

SE 0,140±0,008a 0,765±0,554ab 0,139±0,019a 0,138±0,023b 

SH 0,178±0,056ab 0,132±0,019a 0,158±0,012a 1,843±0,627b 

SI 2,437±0,279e 2,075±0,525c 1,860±0,805b 2,216±0,596a 

SK 0,201±0,034ab 0,176±0,035a 0,163±0,024a 0,123±0,010a 

ST1 0,221±0,045ab 1,180±0,137b 0,227±0,027a 0,131±0,017a 

ST2 0,573±0,049c 0,266±0,148a 0,500±0,095a 0,679±0,269a 

S1 0,394±0,219bc 2,396±0,572c 0,474±0,223a 0,134±0,013a 

SV 0,137±0,020a 0,230±0,057a 0,150±0,023a 0,139±0,027a 

Para interpretación, ver Tabla III.1.A. 

 

Independientemente de la adaptación previa, las cepas con mayor capacidad 

para formar biofilm fueron SA1 y SI. Por el contrario, las cepas con menor capacidad 

de formación de biofilm fueron SV y SK. Si nos centramos en el efecto del 

tratamiento, independientemente de la cepa estudiada, se observó que éste ejerció 

diferencias significativas (P < 0,05), tanto para las cepas no adaptadas como para 

las adaptadas previamente a los tres biocidas. 

La capacidad de formar biofilm fue débil o moderada cuando las cepas se 

expusieron al NS, tanto en los serotipos sin adaptar o como en los adaptados con 
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anterioridad a los biocidas. Por su parte, en ausencia de biocidas o con exposición 

al FTS y HS, las cepas tuvieron fuerte capacidad de formar biofilm en todas las 

adaptaciones previas. En general, la exposición al HS tras una adaptación previa 

es la que mayor capacidad de formar biofilm generó, aunque no aparecieron 

diferencias significativas entre las exposiciones al FTS y al HS. El efecto conjunto 

de cepa y tratamiento ejerció diferencias significativas (P < 0,05), excepto para las 

cepas previamente adaptadas al NS (P > 0,05) (Tabla III.2). 

 

 

3.2  Curvas de crecimiento 
Para realizar el estudio de las curvas de crecimiento se empleó la ecuación 

de Gompertz modificada, ya que se consideró apropiada para describir el 

crecimiento bacteriano in vitro (DO420-580), debido a la buena relación observada 

Tabla III.2. Formación de biofilm de las cepas de Salmonella enterica adaptadas 
y sin adaptar y expuestas y no expuestas a los tres biocidas ensayados en este 
Estudio. 
 

NAD AFTS ANS AHS 

Cepa 
    

SA1 1,779 ± 0,404c 1,664 ± 0,892e 1,966 ± 0,360d 1,788 ± 1,010c 

SA2 0,158 ± 0,038a 1,098± 0,664d 0,145 ± 0,035a 0,135 ± 0,031a 

SE 0,220 ± 0,148ab 0,611 ± 0,641c 0,219 ± 0,173ab 0,152 ± 0,042a 

SH 0,156 ± 0,034a 0,283 ± 0,266ab 0,148 ± 0,031a 1,861 ± 0,316c 

SI 1,972 ± 0,473c 1,536 ± 0,904e 1,735 ± 0,444c 1,852 ± 0,482c 

SK 0,167 ± 0,042a 0,142 ± 0,030a 0,140 ± 0,025a 0,130 ± 0,016a 

ST1 0,185 ± 0,051a 0,407 ± 0,471b 0,175 ± 0,043a 0,162 ± 0,039a 

ST2 0,305 ± 0,185b 0,185 ± 0,114a 0,359 ± 0,164b 0,312± 0,264b 

S1 0,206 ± 0,148ab 1,531 ± 0,970e 0,257 ± 0,203ab 0,139 ± 0,041a 

SV 0,133 ± 0,021a 0,166 ± 0,061a 0,127 ± 0,018a 0,126 ± 0,016a 

Exposición 
 

 
  

A 0,531 ± 0,697b 0,940 ± 0,762b 0,546 ± 0,696b 0,695 ± 0,835b 

B 0,601 ± 0,840c 0,932 ± 0,995b 0,583 ± 0,787b 0,789 ± 0,979c 

C 0,368 ± 0,491a  0,149 ± 0,058a 0,395 ± 0,570a 0,404 ± 0,588a  

D 0,612 ± 0,775c 1,028 ± 0,887b  0,585 ± 0,741b  0,774 ± 0,934bc 

EC P<0,001 P<0,001 P<0,001 P<0,001 

ET P<0,001 P<0,001 P<0,001 P<0,001 

EC*T P<0,001 P<0,001 P<0,359 P<0,001 

A; no exposición; B, exposición al FTS; C, exposición al NS; D, exposición al HS. EC, efecto de la cepa; ET, 

efecto del tratamiento; EC*T, efecto cepa y tratamiento. Para interpretación adicional, ver Tabla III.1.A. 
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entre los valores experimentales y los predichos (R2 > 0,91). En este Estudio se 

observaron diferencias importantes entre los parámetros cinéticos de crecimiento 

estudiados para los diferentes serotipos de Salmonella enterica, tanto cuando las 

cepas están adaptadas, no adaptadas, como cuando están o no expuestas a los 

tres biocidas de uso alimentario ensayados. 

Se debe tener en cuenta a la hora de interpretar los resultados obtenidos 

que una fuente de variabilidad muy importante es la variabilidad biológica, en gran 

parte debida a la respuesta individual que ofrece cada célula (Aspridou et al., 2019). 

Al usar la microbiología predictiva como base para la gestión de la Seguridad 

Alimentaria, se ha tenido en cuenta el comportamiento microbiano individual, o de 

colonia, a la hora de desarrollar modelos matemáticos que lo describan (Aspridou 

et al., 2019; Koutsoumanis y Lianou, 2013; Pin, 2006). En este Estudio la 

extrapolación del modelo con réplicas de días diferentes sirve para observar esa 

variabilidad y ayuda a predecir el comportamiento con fines indicativos.  La línea 

divisoria entre el crecimiento y el no crecimiento representa un límite en el cual la 

tasa de crecimiento es cero y la fase de latencia infinita. Probablemente, y más que 

cualquier otro factor, la determinación precisa de la fase de latencia ha creado 

problemas a los microbiólogos predictivos. Incluso ha sido ignorada en muchas 

aplicaciones prácticas de modelos predictivos, por ejemplo, en la evaluación de la 

higiene de las operaciones del procesado de la carne (Gill et al., 1991). La dificultad 

radica principalmente en que las células que contaminan un alimento pueden 

encontrarse en estados fisiológicos diferentes, por lo que el tiempo que tardan en 

alcanzar el nivel de capacidad fisiológica de división puede ser muy diferente y difícil 

de predecir.  

La fase de latencia de las células que no tienen daños suele asimilarse a una 

fase de latencia fisiológica, que será siempre más corta que la latencia de aquellas 

que los han sufrido. Se debe tener en cuenta la existencia de diversos estados de 

latencia, ya que las células que están sometidas a estrés presentan dos fases Lag; 

por un lado, el retraso en el crecimiento de la población para adaptarse al nuevo 

medio y, por otro, un “pseudo-Lag” debido a las células individuales que en ese 

momento no están en fase de crecimiento (Aspridou et al., 2018). Lógicamente, 

cuanto más daño, más reparaciones son necesarias y la fase de latencia se 

alargará proporcionalmente a tales daños. También deben considerarse las células 
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viables, que por el motivo que sea, no han podido llegar a repararse o no pueden 

multiplicarse en las condiciones en que se encuentren, pero, si estas mejorasen, 

podrían hacerlo. Por otra parte, pueden surgir complicaciones de modelado cuando 

las fluctuaciones en las condiciones ambientales sean de la suficiente magnitud y 

rapidez como para inducir a una población que ya ha superado su fase de latencia 

que comience otra vez uno de los estados latentes citados anteriormente 

(McMeekin et al., 2002). 

Los valores obtenidos para la fase de latencia o fase Lag (L, horas), para la 

tasa máxima de crecimiento (µ, ΔOD420–580/h) y para el incremento de la DO desde la 

inoculación hasta la fase estacionaria (B) tanto para las cepas adaptadas como 

para las cepas sin adaptar, se detallan en las Tablas III.3 (A, B, C, D) y III.4 (A, B). 

Las cepas de Salmonella (control, no adaptadas ni expuestas) que presentaron una 

mayor tasa de crecimiento fueron S. Agona y S. Infantis, siendo S. Virchow la que 

menor tasa de crecimiento mostró. La duración de la fase de latencia fue muy 

similar para todas las cepas a excepción de S. Typhimurium y S. Virchow, que 

presentaron una fase de latencia más larga, siendo esta última la que necesitó un 

mayor período de tiempo de adaptación para poder empezar a crecer (Tabla 

III.3.A). Al igual que en el presente Estudio, Díez-García et al. (2012) observaron 

diferencias entre los diferentes serotipos de Salmonella por lo que respecta a los 

parámetros de crecimiento que analizaron (en este caso, L, µ y E).  

Las cepas de S. Agona y S. Infantis adaptadas a los tres biocidas utilizados 

presentaron valores de fase de latencia y de tasa de crecimiento similares a los que 

mostraron cuando estaban sin adaptar, por lo que, en este caso, la adaptación no 

influyó, aparentemente, en el crecimiento. Cuando las cepas se sometieron a 

adaptación con FTS aparecieron diferencias en los parámetros de crecimiento 

analizados en comparación con las cepas sin adaptar, si bien estas diferencias 

variaron entre serotipos. De manera general, aumentó la fase de latencia de todos 

los serotipos a excepción de S. Virchow, en el cual ésta disminuyó notablemente. 

S. Hadar, S. Typhimurium y S. Thompson necesitaron mayor tiempo de adaptación 

y presentaron una tasa de crecimiento más baja, alcanzando un incremento de la 

densidad óptica desde la inoculación has la fase estacionaria (B) más bajo que el 

resto de los serotipos estudiados adaptados al FTS. Cuando analizamos los 

parámetros de crecimiento obtenidos para las cepas adaptadas al HS, se observó 
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que este tratamiento biocida es el que generó fases de latencia más prolongadas 

para determinados serotipos tales como la variante monofásica de S. Typhimurium, 

S. Thompson, S. Kentucky, S. Anatum, S. Enteritidis y S. Virchow. Estas fases de 

latencia alargadas en el tiempo indican una mayor dificultad de adaptación de estos 

serovares. Este hecho, unido a las bajas tasas de crecimiento observadas, pone de 

manifiesto una alta efectividad de este tratamiento para inhibir el crecimiento 

bacteriano. El resto de los serotipos presentaron un mejor crecimiento frente a esta 

exposición ya que se obtuvieron fases de adaptación más cortas y ritmos de 

crecimiento más altos. De manera general, en función de la adaptación, podríamos 

decir que los tratamientos biocidas más efectivos fueron el FTS y el HS, ya que son 

los que dieron lugar a una reducción en la tasa de crecimiento (Tabla III.3.A y 

III.4.A). Del Río et al. (2008) estudiaron el efecto de la concentración de varios 

descontaminantes de la carne de ave sobre la cinética del crecimiento de bacterias 

patógenas y obtuvieron también para el FTS valores de fase Lag más largos y un 

menor ritmo de crecimiento que para el resto de los biocidas usados. 

Por lo que respecta a la influencia del serotipo en los resultados obtenidos 

(Tablas III.5 y III.6), si analizamos los parámetros de crecimiento observamos que 

las cepas de Salmonella sin adaptar presentaron una fase Lag muy similar para la 

mayor parte de los serotipos estudiados a excepción de S. Virchow, que necesitó 

una mayor fase de adaptación presentando, además, una menor tasa de 

crecimiento. En función de los resultados obtenidos, podríamos decir que cuando 

las cepas no adaptadas son expuestas al NS, necesitaron un mayor tiempo de 

adaptación (fase Lag más larga) para poder crecer, presentando, así mismo, una 

tasa de crecimiento más baja y un incremento en la densidad óptica desde la 

inoculación hasta la fase estacionaria menor que para el resto de las exposiciones. 

De los tres biocidas empleados, el NS parece ser el más efectivo ya que 

prácticamente no se observa crecimiento de las cepas. Por otro lado, la exposición 

al HS también dio lugar a que en algunos casos las cepas presentaron una mayor 

fase de latencia y una tasa de crecimiento menor, por lo que estas cepas tuvieron 

una mayor dificultad para crecer. Chaves et al. (2019) también observaron cómo 

cepas de Salmonella sometidas a la acción del hipoclorito presentaron dificultad 

para crecer como consecuencia de la necesidad de reparar los daños ejercidos por 

el cloro. Éste da lugar a ácido hipocloroso, que al ser un agente fuertemente 
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oxidante que puede atacar las paredes celulares y dañar la funcionalidad de la 

membrana celular, se traduce en un aumento de la permeabilidad de la membrana, 

alterando el metabolismo de las vías implicadas en la utilización de ATP y otras 

actividades asociadas a membranas, además de poder dañar el DNA resultante de 

la formación de derivados clorados de las bases de nucleótidos. 

Las cepas adaptadas al FTS presentaron un comportamiento particular a la 

hora de crecer cuando se expusieron también al efecto del mismo biocida (Tabla 

III.3.B y III.4.A). Serotipos como S. Hadar, S. Thompson y S. Typhimurium 

presentaron una mayor fase Lag cuando estaban adaptados al FTS dando lugar 

también, junto a S. Enteritidis, a una mayor tasa de crecimiento y a un menor 

incremento de la densidad óptica que el resto de los serotipos, lo cual podría indicar 

una mayor dificultad para adaptarse a las condiciones iniciales de crecimiento y 

cuando consiguieron adaptarse experimentaron un crecimiento rápido pero no 

fueron capaces de mantenerse en el tiempo y establecer una fase estacionaria. Así, 

crecieron y cuando alcanzaron su máximo de crecimiento entraron inmediatamente 

en su fase de inactivación. Este comportamiento característico podría explicarse 

debido a que el FTS ejerce el efecto antimicrobiano debido a la combinación de 

varios factores. Primero, genera valores altos de pH, lo cual parece alterar las 

moléculas grasas en la membrana celular, haciendo que las células bacterianas 

pierdan líquido intracelular. En segundo lugar, cabe citar su fuerza iónica, que 

puede causar autolisis de células bacterianas (Alonso-Hernando et al., 2013; Del 

Río et al., 2008). Por último, las bacterias podrían haber utilizado toda su energía 

disponible en adaptarse y agotar los nutrientes del medio, por lo que cuando se 

disponen a crecer no tienen energía suficiente para ello. Si la célula no logra 

mantener el pH estable, no podrá sintetizar componentes celulares y se producirá 

una reducción en la actividad de los sistemas de transporte, limitándose la entrada 

de iones esenciales y nutrientes, por lo que será incapaz de dividirse y crecer o, al 

menos, se reducirá la tasa de crecimiento o aumentará la fase de latencia 

(Cheroutre-Vialette et al., 1998). 

Por lo que respecta a las cepas adaptadas al NS (Tabla III.3.A), éstas 

presentaron mayor fase Lag, menor tasa de crecimiento y menor incremento de 

densidad óptica hasta la fase estacionaria que aquellas que están adaptadas y 

expuestas al NS (Tabla III.3.C), al resto de los compuestos biocidas e incluso a la 
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ausencia de los mismos. Independientemente de la adaptación, cuando las cepas 

se expusieron al efecto del NS se produjo un incremento de la DO hasta la fase 

estacionaria menor que para el resto de las exposiciones, lo cual da lugar a una 

reducción en el crecimiento e indica que la exposición a este biocida tiene un mayor 

efecto inhibitorio que el resto de los biocidas empleados. Los serotipos adaptados 

al HS que presentaron una mayor fase de latencia fueron la variante monofásica de 

S. Typhimurium, S. Anatum, S. Thompson, S. Kentucky, S. Enteritidis y S. Virchow, 

serotipos que presentaron, a su vez, una tasa de crecimiento bajo, respecto al resto 

de serotipos en las mismas condiciones. En cuanto a la exposición, estas cepas 

crecen mejor cuando están expuestas al FTS que al resto de los compuestos, y de 

igual manera que en los casos anteriores, la exposición al NS es el tratamiento más 

efectivo, ya que es el que da lugar a mayor inhibición del crecimiento. 

Se estudió la correlación existente entre la capacidad de formación de biofilms 

de las cepas de Salmonella ensayadas y los parámetros cinéticos de crecimiento, 

tales como fase Lag y tasa de crecimiento (Tabla III.7). Se realizó el análisis de 

forma conjunta, obteniéndose una correlación alta para ambos parámetros (µ: 0,78; 

L: 0,62; P < 0,05) cuando las cepas estaban sin adaptar. Cuando las cepas estaban 

adaptadas al FTS, se obtuvo una correlación muy alta para la tasa de crecimiento 

(0,80) y moderada para la fase Lag (0,45). Sin embargo, cuando las cepas estaban 

adaptadas al NS y al HS, se obtuvo una correlación muy alta para la tasa de 

crecimiento (0,86 y 0,87, respectivamente), una correlación nula para las cepas 

adaptadas al NS y muy baja (0,14) para las cepas adaptadas al HS en cuanto a la 

fase Lag se refiere. Cuando las cepas de Salmonella se sometieron al efecto de la 

exposición (MIC/2) frente a estos mismos biocidas, la correlación que se obtuvo es 

baja o muy baja. Como puede observarse en la Tabla III.7, la correlación entre la 

formación de biofilms y los parámetros de crecimiento L y µ es dependiente de la 

cepa y de la adaptación.  

Díez-García et al. (2012) analizaron la correlación entre la capacidad de 

formación de biofilm y los parámetros cinéticos de crecimiento de 69 cepas de 

Salmonella procedentes de carne de pollo (se incluyeron también cepas patrón), no 

obteniendo ninguna correlación entre los parámetros cinéticos de crecimiento y la 

capacidad de las cepas de Salmonella para producir biofims, considerando cada 

serotipo por separado.  
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Tabla III.3.A. Parámetros cinéticos de crecimiento (L -fase de latencia- y µ -ritmo máximo de crecimiento-) de 10 serotipos 
de Salmonella enterica adaptados y no adaptados a biocidas. Cepas no expuestas al efecto de los biocidas. 
Cepas LNAD µNAD LAFTS µAFTS LANS µANS LAHS µAHS 
SA1 2,416±0,349a 0,136±0,028d 2,828±0,105a 0,148±0,012d 2,624±0,404ab 0,138±0,015f 2,822±0,183a 0,136±0,014c 
SA2 2,415±0,328a 0,096±0,004c 2,678±0,471a 0,101±0,010c 2,469±0,630ab 0,087±0,011de 14,848±1,686b 0,029±0,009a 
SE 2,748±1,093a 0,070±0,005bc 3,774±0,293a 0,154±0,028d 2,029±0,583a 0,062±0,004b 16,379±3,512b 0,028±0,006a 
SH 2,136±0,739a 0,088±0,016c 8,649±2,391b 0,010±0,001a 2,214±0,699a 0,056±0,008b 3,039±0,804a 0,128±0,020c 
SI 2,352±0,312a 0,127±0,017d 3,002±0,333a 0,114±0,006c 3,648±0,447b 0,142±0,018f 2,887±0,134a 0,129±0,005c 
SK 1,823±0,465a 0,058±0,008ab 3,249±1,365a 0,072±0,011b 1,974±0,426a 0,051±0,005ab 17,334±12,719b 0,040±0,013a 
ST1 2,607±0,349a 0,071±0,006bc 6,902±2,519b 0,016±0,004a 2,705±0,580ab 0,081±0,009cd 22,707±2,502bc 0,032±0,002a 
ST2 3,746±0,763b 0,093±0,004c 14,552±2,693c 0,010±0,002a 2,695±0,245ab 0,100±0,008e 3,274±0,734a 0,101±0,016b 
S1 2,251±0,645a 0,086±0,023c 3,335±0,320a 0,137±0,019d 2,377±0,581ab 0,067±0,005bc 30,212±14,460c 0,037±0,026a 
SV 19,271±0,106c 0,036±0,001a 1,072±0,298a 0,066±0,006b 18,084±1,427c 0,036±0,003a 18,502±1,258b 0,027±0,001a 

SA1, Salmonella Agona; SA2, Salmonella Anatum; SE, Salmonella Enteritidis; SH, Salmonella Hadar; SI, Salmonella Infantis; SK, Salmonella Kentucky; ST1, Salmonella 

Thompson; ST2, Salmonella Typhimurium; S1, Salmonella 1, 4, (5), 12:i-; SV, Salmonella Virchow. L, fase de latencia (horas); µ, ritmo máximo de crecimiento (ΔDO420–580/h); 

NAD, no adaptada; AFTS, adaptada a fosfato trisódico; ANS, adaptada a nitrito sódico; AHS, adaptada a hipoclorito sódico. 

Los valores que en la misma columna comparten alguna letra (superíndice) no muestran diferencias significativas entre sí (P < 0,05). 
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Tabla III.3.B. Parámetros cinéticos de crecimiento (L -fase de latencia- y µ -ritmo máximo de crecimiento-) de 10 serotipos 
de Salmonella enterica adaptados y no adaptados a biocidas. Cepas expuestas al efecto del FTS. 
Cepas LNAD µNAD LAFTS µAFTS LANS µANS LAHS µAHS 

SA1 3,418±1,284ab 0,183±0,004d 3,445±0,617abc 0,206±0,072a 4,351±0,630a 0,192±0,024de 4,544±0,618b 0,205±0,039c 

SA2 3,313±0,475ab 0,101±0,014c 2,484±1,152ab 0,121±0,046a 2,512±0,724a 0,062±0,005a 3,687±0,500b 0,059±0,005a 

SE 2,110±0,835ab 0,065±0,011abc 3,949±0,057bc 2,279±0,443cd 3,892±0,444a 0,115±0,016bc 2,679±1,520ab 0,068±0,034a 

SH 4,196±0,307b 0,078±0,008abc 3,948±0,055bc 2,020±0,252bc 3,018±1,530a 0,064±0,031a 4,506±1,723b 0,264±0,040d 

SI 4,489±1,313b 0,176±0,038d 3,778±1,147bc 0,231±0,036a 3,381±0,978a 0,206±0,047e 3,864±0,911b 0,256±0,013d 

SK 3,886±2,323b 0,165±0,044d 2,921±1,698abc 0,059±0,003a 4,164±1,025a 0,034±0,008a 3,705±0,644b 0,040±0,009a 

ST1 2,796±1,890ab 0,061±0,001abc 3,299±1,150abc 2,468±0,280d 2,283±2,053a 0,060±0,022a 3,035±0,552b 0,067±0,010a 
ST2 3,927±1,746b 0,086±0,020bc 4,620±1,133c 1,792±0,075b 2,916±0,872a 0,079±0,037ab 4,581±0,974b 0,118±0,025b 

S1 3,150±1,862ab 0,068±0,009abc 3,702±0,879abc 0,175±0,065a 3,648±1,092a 0,150±0,010cd 3,881±0,417b 0,082±0,038ab 

SV 1,038±0,110a 0,046±0,000a 1,852±0,446a 0,082±0,051a 3,515±1,355a 0,061±0,043a -0,021±4,196ab 0,058±0,018a 

Para interpretación, ver Tabla III.3.A. 
 

Tabla III.3C. Parámetros cinéticos de crecimiento (L -fase de latencia- y µ -ritmo máximo de crecimiento-) de 10 serotipos de 
Salmonella enterica adaptados y no adaptados a biocidas. Cepas expuestas al efecto del NS. 

Cepas LNAD µNAD LAFTS µAFTS LANS 
 

µANS LAHS 
 

µAHS 

SA1 7,516±0,204a 0,066±0,011ab 7,518±0,389a 0,033±0,020a 9,803±0,673bc 0,017±0,009a 6,119±1,106a 0,077±0,061b 

SA2 8,249±0,806abc 0,069±0,038ab 9,250±0,223a 0,040±0,009a 9,066±5,081bc 0,045±0,023ab 8,837±2,870abcd 0,040±0,043ab 

SE 10,568±0,106c 0,069±0,006ab 5,514±0,730a 0,390±0,228a 12,429±2,163c 0,042±0,020ab 10,847±0,335cd 0,059±0,010ab 

SH 9,228±1,724abc 0,117±0,080b 29,797±8,132b 0,011±0,006a 9,862±2,600bc 0,087±0,032b 8,364±1,103abc 0,038±0,004ab 

SI 9,022±0,465abc 0,049±0,013a 7,446±1,297a 0,050±0,017a 2,489±0,305a 0,015±0,003a 9,443±0,360bcd 0,056±0,036ab 

SK 7,341±1,001a 0,063±0,019ab 8,552±0,807a 0,113±0,008a 7,980±0,966bc 0,077±0,050b 7,693±0,160ab 0,093±0,015b 

ST1 10,278±1,225bc 0,086±0,003ab 32,446±5,133b 0,034±0,032a 9,645±6,872bc 0,072±0,035b 11,518±1,847d 0,063±0,019ab 

ST2 9,973±2,461bc 0,077±0,009ab 11,220±3,108a 1,143±0,030b 13,759±1,215c 0,009±0,002a 7,629±2,232ab 0,055±0,045ab 

S1 8,083±0,150ab 0,052±0,009a 8,520±1,711a 0,383±0,570a 5,030±1,041ab 0,012±0,008a 6,276±0,518a 0,009±0,003a 

SV 9,015±1,735abc 0,086±0,017ab 6,860±1,771a 0,110±0,060a 10,314±1,767bc 0,025±0,009a 10,926±1,768cd 0,084±0,015b 

Para interpretación, ver Tabla III.3.A. 
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Tabla III.3.D. Parámetros cinéticos de crecimiento (L -fase de latencia- y µ -ritmo máximo de crecimiento-) de 10 serotipos 
de Salmonella enterica adaptados y no adaptados a biocidas. Cepas expuestas al efecto del HS. 

Cepas LNADP µNAD LAFTS µAFTS LANS µANS LAHS µAHS 

SA1 3,372±0,170a 0,099±0,004e 3,807±0,317a 0,120±0,014ab 4,098±0,135b 0,120±0,016c 3,768±0,533a 0,124±0,015c 
SA2 3,191±0,728a 0,037±0,002ab 4,369±0,707a 0,114±0,012ab 4,086±0,816b 0,035±0,002a 31,846±2,494c 0,034±0,011a 
SE 4,116±1,628a 0,033±0,001a 3,537±0,640a 0,289±0,273bc 6,319±0,756c 0,032±0,002a 19,209±5,063b 0,021±0,003a 
SH 2,979±0,193a 0,055±0,026cd 4,891±0,648a 0,157±0,109ab 2,035±0,389a 0,045±0,024a 4,285±0,621a 0,138±0,023c 
SI 4,179±0,339a 0,128±0,012f 3,889±0,720a 0,133±0,016ab 3,811±0,708b 0,123±0,013c 4,281±0,613a 0,135±0,012c 
SK 3,727±3,860a 0,027±0,002a 3,098±1,488a 0,032±0,002a 1,626±0,461a 0,027±0,002a 16,549±0,969b 0,023±0,013a 
ST1 3,210±0,328a 0,050±0,003bc 4,199±0,077a 0,383±0,263c 2,242±0,618a 0,036±0,008a 17,968±2,378b 0,025±0,001a 
ST2 3,983±0,776a 0,069±0,001d 3,498±1,001a 0,098±0,017ab 6,345±0,450c 0,084±0,005b 3,593±0,513a 0,072±0,009b 
S1 3,025±1,255a 0,031±0,001a 3,509±0,919a 0,124±0,020ab 3,607±0,040b 0,073±0,018b 17,266±2,020b 0,018±0,005a 
SV 21,518±1,978b 0,028±0,006a 4,124±2,154a 0,049±0,036ab 5,499±0,982c 0,023±0,001a 6,278±0,637a 0,022±0,002a 

Para interpretación, ver Tabla III.3.A. 
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Tabla III.4.A. Parámetros cinéticos de crecimiento (B, incremento de la densidad óptica desde la inoculación hasta la fase 
estacionaria) de 10 serotipos de Salmonella enterica adaptados y no adaptados a biocidas en ausencia de biocidas o en 
presencia de FTS (MIC/2).  

SA1, Salmonella Agona; SA2, Salmonella Anatum; SE, Salmonella Enteritidis; SH, Salmonella Hadar; SI, Salmonella Infantis; SK, Salmonella Kentucky; ST1, Salmonella 

Thompson; ST2, Salmonella Typhimurium; S1, Salmonella 1, 4, (5), 12:i-; SV, Salmonella Virchow. NAD, cepa no adaptada; AFTS, cepa adaptada al fosfato trisódico; ANS, cepa 

adapada al nitrito sódico; AHS, cepa adaptada al hipoclorito sódico. B es el incremento de la densidad óptica desde la inoculación hasta la fase estacionaria. 

Los valores que en la misma columna comparten alguna letra (superíndice) no muestran diferencias significativas entre sí (P < 0,05). Los asteriscos se relacionan con la 

exposición a los diferentes biocidas, no asterisco indica que no hay exposición, * indica exposición al FTS. 

 
 
 
 
 
 
 

Cepas BNAD BAFTS BANS BAHS BNAD * BAFTS * BANS * BAHS* 
SA1 1,353±0,031bc 1,311±0,038a 1,367±0,035abc 1,353±0,038ab 1,274±0,093a 1,197±0,074b 1,216±0,059a 1,139±0,039a 

SA2 1,181±0,114a 1,344±0,028a 1,360±0,086abc 1,244±0,022a 1,055±0,108a 1,306±0,087b 1,101±0,166a 1,139±0,148a 

SE 1,305±0,052abc 1,301±0,174a 1,467±0,104cd 1,337±0,067ab 1,248±0,115a 0,516±0,058a 1,235±0,101a 1,262±0,077a 

SH 1,327±0,072abc 0,936±0,393a 1,342±0,038abc 1,370±0,096ab 1,099±0,177a 0,578±0,036a 1,121±0,168a 1,236±0,158a 

SI 1,402±0,039bc 1,377±0,067a 1,310±0,071ab 1,376±0,071b 1,257±0,119a 1,173±0,172b 1,182±0,146a 1,178±0,163a 

SK 1,358±0,051bc 1,418±0,094a 1,410±0,016bc 1,388±0,079b 1,068±0,055a 1,184±0,118b 1,127±0,020a 1,193±0,111a 

ST1 1,298±0,033abc 0,777±0,081a 1,358±0,026abc 1,273±0,028ab 1,179±0,171a 0,632±0,022a 1,180±0,180a 1,330±0,078a 

ST2 1,421±0,106c 1,398±1,052a 1,547±0,162d 1,385±0,104b 1,251±0,123a 0,534±0,021a 1,326±0,065a 1,292±0,101a 

S1 1,253±0,172bc 1,383±0,050a 1,361±0,035abc 1,333±0,058ab 1,231±0,183a 1,243±0,141b 1,150±0,196a 1,218±0,200a 

SV 1,191±0,004a 1,360±0,099a 1,256±0,034a 1,301±0,042ab 1,244±0,137a 1,124±0,170b 1,108±0,187a 1,234±0,312a 
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Tabla III.4.B. Parámetros cinéticos de crecimiento (B, incremento de la densidad óptica desde la inoculación hasta la fase 
estacionaria) de 10 serotipos de Salmonella enterica adaptados y no adaptados a biocidas en presencia de NS (MIC/2) o de 
HS (MIC/2).  

Cepa BNAD ⁰ 
 

BAFTS⁰ BANS⁰ BAHS ⁰ 
 

BNAD ∞ BAFTS∞ 
 

BANS∞ BAHS ∞ 

SA1 0,402±0,005c 0,349±0,019abc 0,349±0,053bcd 0,328±0,050ab 1,381±0,043bc 1,312±0,032a 1,303±0,055ab 1,351±0,036ab 
SA2 0,377±0,032bc 0,376±0,013bc 0,342±0,032bcd 0,411±0,074c 1,208±0,084a 1,291±0,031a 1,183±0,065a 1,220±0,024a 

SE 0,298±0,032a 0,319±0,106abc 0,286±0,020ab 0,325±0,027a 1,336±0,122abc 1,160±0,504a 1,248±0,141ab 1,432±0,159ab 

SH 0,386±0,051bc 0,386±0,046c 0,331±0,006bcd 0,357±0,026abc 1,305±0,095abc 0,834±0,538a 1,230±0,057ab 1,280±0,068ab 
SI 0,383±0,029bc 0,321±0,038abc 0,386±0,034d 0,318±0,016a 1,324±0,046abc 1,305±0,050a 1,306±0,041ab 1,309±0,038ab 

SK 0,374±0,032bc 0,347±0,033abc 0,346±0,023bcd 0,391±0,030bc 1,252±0,101ab 1,332±0,023a 1,316±0,065ab 1,534±0,355b 
ST1 0,354±0,078abc 0,398±0,034c 0,286±0,030ab 0,305±0,023a 1,299±0,058abc 0,907±0,493a 1,309±0,036ab 1,266±0,074ab 
ST2 0,311±0,035ab 0,289±0,041ab 0,303±0,033abc 0,306±0,009a 1,407±0,055c 1,183±0,541a 1,260±0,064ab 1,292±0,119ab 
S1 0,322±0,026ab 0,313±0,053abc 0,243±0,065a 0,334±0,021ab 1,329±0,070abc 1,420±0,026a 1,164±0,133a 1,333±0,130ab 
SV 0,385±0,028bc 0,277±0,012a 0,358±0,012cd 0,361±0,008abc 1,306±0,009abc 1,288±0,072a 1,349±0,026b 1,341±0,073ab 

Los superíndices se relacionan con la exposición a los diferentes biocidas, ⁰ indica exposición al NS y ∞ indica exposición el HS. Para interpretación adicional, ver Tabla III.4.A. 
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Tabla III.5. Parámetros cinéticos de crecimiento (L -fase de latencia- y µ -ritmo máximo de crecimiento-) de 10 serotipos de 
Salmonella enterica adaptados y expuestos a diferentes biocidas de uso alimentario.  

Cepas LNAD µNAD LAFTS µAFTS LANS µANS LAHS µAHS 

SA1 4,180±2,134a 0,121±0,048d 4,400±1,946a 0,127±0,073a 5,219±2,882bc 0,117±0,068d 4,313±1,393a 0,136±0,058c 

SA2 4,292±2,470ab 0,076±0,032bc 4,695±2,918a 0,094±0,039a 4,533±3,594ab 0,057±0,023bc 14,804±11,217d 0,040±0,023a 

SE 4,886±3,625ab 0,059±0,017ab 4,193±0,919a 0,778±0,941c 6,167±4,223c 0,063±0,035bc 12,279±7,122cd 0,044±0,026a 

SH 4,635±2,987ab 0,084±0,043c 11,821±11,576c 0,549±0,897b 4,282±3,639ab 0,063±0,027bc 5,049±2,299a 0,142±0,087c 

SI 5,011±2,640ab 0,120±0,051d 4,529±1,970a 0,132±0,070a 3,332±0,776a 0,122±0,075d 5,119±2,706a 0,144±0,077c 

SK 4,194±2,869a 0,078±0,058c 4,455±2,739a 0,069±0,031a 3,936±2,722ab 0,047±0,030ab 11,320±8,148bc 0,049±0,029a 

ST1 4,723±3,498ab 0,067±0,014bc 11,711±12,823c 0,725±1,075c 4,219±4,497ab 0,062±0,026bc 13,807±7,889cd 0,047±0,022a 

ST2 5,407±3,076b 0,081±0,013c 8,472±5,141b 0,761±0,778c 6,429±4,720c 0,068±0,040c 4,769±2,110a 0,086±0,035b 

S1 4,127±2,611a 0,059±0,024ab 4,766±2,447a 0,205±0,268a 3,666±1,199a 0,075±0,052c 14,409±12,548d 0,037±0,036a 

SV 12,711±8,663c 0,049±0,024ab 3,477±2,646a 0,076±0,044a 9,353±5,986d 0,036±0,024ab 8,921±7,347b 0,048±0,028a 

EXPOSICIÓN 
A 4,176±5,164b 0,086±0,031c 5,004±4,063b 0,083±0,056a 4,082±4,802a 0,082±0,035c 13,201±10,750c 0,069±0,048a 

B 3,232±1,542a 0,103±0,053d 3,399±1,120a 0,943±1,021c 3,368±1,168a 0,102±0,063d 3,446±1,885a 0,122±0,086b 

C 8,927±1,499d 0,073±0,031b 12,712±9,890c 0,231±0,375b 9,037±4,045b 0,040±0,035a 8,765±2,228b 0,057±0,035a 

D 5,329±5,656c 0,055±0,033a 3,892±0,993a 0,150±0,147a 3,967±1,713a 0,060±0,038b 12,504±9,361c 0,061±0,051a 

SA1, Salmonella Agona; SA2, Salmonella Anatum; SE, Salmonella Enteritidis; SH, Salmonella Hadar; SI, Salmonella Infantis; SK, Salmonella Kentucky; ST1, Salmonella 

Thompson; ST2, Salmonella Typhimurium; S1, Salmonella 1, 4, (5), 12:i-; SV, Salmonella Virchow. NAD, cepa no adaptada; AFTS, cepa adaptada al fosfato trisódico; ANS, cepa 

adapada al nitrito sódico; AHS, cepa adaptada al hipoclorito sódico. Fase Lag (L; horas), tasa de máximo crecimiento (µ; ΔOD420–580/h). A: cepa no expuesta, B: cepa expuesta 

al FTS, C: cepa expuesta al NS y D: cepa expuesta al HS. 

Los valores que en la misma columna comparten alguna letra (superíndice) no muestran diferencias significativas entre sí (P < 0,05). 
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Tabla III.6 Parámetros cinéticos de crecimiento (B, incremento de la densidad óptica desde la inoculación hasta la fase 
estacionaria) de 10 serotipos de Salmonella enterica adaptados y expuestos a diferentes biocidas de uso alimentario. 

Cepas BNAD BAFTS BANS BAHS 

SA1 1,102±0,427c 1,042±0,423bcd 1,059±0,434ab 1,043±0,442ab 

SA2 0,955±0,362a 1,079±0,427cd 0,997±0,416a 1,004±0,367a 

SE 1,046±0,459bc 0,824±0,493ab 1,059±0,484ab 1,089±0,472ab 

SH 1,029±0,410abc 0,684±0,363a 1,006±0,422a 1,061±0,435ab 

SI 1,092±0,434bc 1,044±0,450bcd 1,046±0,408ab 1,045±0,451ab 

SK 1,013±0,404ab 1,070±0,450cd 1,049±0,439ab 1,127±0,489b 

ST1 1,032±0,421abc 0,679±0,291s 1,033±0,463ab 1,044±0,449ab 

ST2 1,097±0,485c 0,851±0,693abc 1,109±0,505b 1,069±0,469ab 

S1 1,034±0,445abc 1,090±0,478d 0,979±0,465a 1,055±0,450ab 

SV 1,031±0,397abc 1,012±0,461bcd 1,018±0,416a 1,059±0,445ab 

EXPOSICIÓN 

A 1,308±0,104c 1,260±0,369c 1,377±0,099d 1,336±0,072c 

B 1,191±0,137b 0,948±0,334b 1,175±0,136b 1,222±0,144b 

C 0,360±0,0480a 0,337±0,055a 0,323±0,051a 0,343±0,045a 

D 1,315±0,083c 1,203±0,330c 1,267±0,087c 1,336±0,146c 

SA1, Salmonella Agona; SA2, Salmonella Anatum; SE, Salmonella Enteritidis; SH, Salmonella Hadar; SI, Salmonella Infantis; SK, Salmonella Kentucky; ST1, Salmonella 

Thompson; ST2, Salmonella Typhimurium; S1, Salmonella 1, 4, (5), 12:i-; SV, Salmonella Virchow. NAD, cepa no adaptada; AFTS, cepa adaptada al fosfato trisódico; ANS, cepa 

adapada al nitrito Sódico; AHS, cepa adaptada al hipoclorito Sódico. Incremento de la densidad óptica desde la inoculación a la fase estacionaria (B). A: cepa no expuesta, B: 

cepa expuesta al FTS, C: cepa expuesta al NS y D: cepa expuesta al HS. 

Los valores que en la misma columna comparten alguna letra (superíndice) no muestran diferencias significativas entre sí (P < 0,05). 
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Tabla III.7 Correlación entre la capacidad de formación de biofilms y la tasa de crecimiento para los diferentes serotipos de 
Salmonella ensayados (coeficiente de correlación de Pearson). 

Cepas NAD AFTS ANS AHS 
 µ L µ L µ L µ L 
SA1 0,88 0,98 0,67 0,56 0,79 0,84 0,99 -0,24 

SA2 -0,54 0,49 0,50 0,54 -0,92 0,65 -0,81 -0,05 

SE -0,57 0,34 0,94 0,98 -0,27 -0,62 -0,06 -0,09 

SH 0,56 -0,88 0,14 0,67 1,00 0,98 0,49 -0,57 

SI 0,87 0,20 -0,62 -0,52 -0,70 -0,93 0,45 0,39 

SK -0,96 0,96 -0,70 0,56 -0,86 -0,52 -0,23 1,00 

ST1 -0,81 0,98 -0,51 0,29 0,85 0,62 -0,84 0,67 

ST2 0,48 -0,02 -0,90 0,78 -0,56 0,23 0,96 -0,93 

S1 -0,19 0,65 0,59 0,73 0,99 -0,10 -0,42 -0,78 

SV 0,57 0,12 -0,47 -0,43 -0,99 -0,86 -0,58 0,75 

SA1, Salmonella Agona; SA2, Salmonella Anatum; SE, Salmonella Enteritidis; SH, Salmonella Hadar; SI, Salmonella Infantis; SK, Salmonella Kentucky; ST1, Salmonella 

Thompson; ST2, Salmonella Typhimurium; S1, Salmonella 1, 4, (5), 12:i-; SV, Salmonella Virchow. NAD, cepa no adaptada; AFTS, cepa adaptada al fosfato trisódico; ANS, cepa 

adapada al nitrito sódico; AHS, cepa adaptada al hipoclorito sódico. Fase Lag (L; horas), tasa de máximo crecimiento (µ; ΔOD420–580/h). r = 1 correlación perfecta, 0,8 < r < 1 

muy alta, 0,6 < r < 0,8 alta, 0,4 < r < 0,6 moderada, 0,2 < r < 0,4 baja, 0 < r < 0,2 muy baja, r = 0 correlación nula. Se estudia la correlación para P < 0,05.
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3.3  Hidrofobicidad 
La hidrofobicidad de la superficie de las células bacterianas puede sufrir 

modificaciones como respuesta adaptativa frente a diversas circunstancias tales 

como variaciones de las condiciones de crecimiento, diferentes estados 

fisiológicos de las células o composición del medio; además, la hidrofobicidad 

puede variar entre especies, serotipos y cepas (Li y McLandsborough, 1999; 

Shivaramu et al., 2016). Tales modificaciones pueden ser de tipo químico, para 

repeler sustancias solubles en agua y pueden dar lugar a un cambio en la 

superficie celular (Capita et al., 2014; To et al., 2002). La hidrofobicidad de la 

superficie celular juega un papel fundamental en la adherencia de las bacterias 

frente a una amplia variedad de superficies hidrófobas (poliestireno) (Ben 

Abdallah et al., 2014; Benito et al., 1997; Capita et al., 2014; Gallardo-Moreno et 

al., 2002; Lagha et al., 2020; Rodríguez-Melcón et al., 2019) y, puesto que la 

adherencia de las bacterias a la superficie es el primer paso en la formación de 

biopelículas, se espera que un aumento en la hidrofobicidad de la superficie 

celular vaya acompañado de un aumento en la capacidad bacteriana para formar 

biopelículas en superficies hidrófobas (Capita et al., 2014).  

En este Estudio se analizó si, como resultado de las adaptaciones a los 

biocidas, se produjeron cambios en la hidrofobicidad de la superficie celular de 

los diferentes serotipos de Salmonella; para ello se analizaron las cepas patrón 

(no adaptadas) y las cepas adaptadas a los tres biocidas utilizados (FTS, NS e 

HS). Se ensayó la hidrofobicidad empleando dos solventes (xileno y 

hexadecano) como fase de hidrocarburos. Se establecieron los límites de 

hidrofobicidad según Norouzi et al. (2010) como hidrofóbico débil (valores 

inferiores a < 21%), moderado (21-50%) y fuerte (> 50%). 

Los resultados obtenidos para la hidrofobicidad de las diez cepas de 

Salmonella ensayadas empleando el xileno y hexadecano como fase de 

hidrocarburos se pueden observar las Tablas III.8 y III.9. La correlación entre 

ambos compuestos (P < 0,05) es muy alta, tanto para las cepas control (no 

adaptadas) como para las cepas adaptadas al FTS, NS e HS.   
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Tabla III.8. Hidrofobicidad de 10 cepas de Salmonella adaptadas y sin 
adaptar usando hexadecano. 

Cepas NAD AFTS 
 

ANS AHS 

SA1 39,740±1,172f 55,563±2,276g 4,007±0,237d 33,730±1,323e 

SA2 2,833±0,393a 53,023±0,617fg 6,583±0,168e 9,203±0,766c 

SE 5,193±0,407cd 5,797±0,106b 6,127±0,570e 0,497±0,099a 

SH 6,853±0,159d 15,607±0,831d 12,210±0,563f 14,307±0,764d 

SI 47,267±2,508g 50,770±3,834f 42,217±0,947g 32,390±1,799e 

SK 4,863±0,781bc 8,803±0,413c 3,047±0,368c 6,197±1,123b 

ST1 4,340±0,225abc 24,083±0,686e 1,680±0,157b 9,773±0,362c 

ST2 8,607±0,756e 17,630±0,736d 0,530±0,104a 0,470±0,085a 

S1 3,263±0,605ab 51,037±2,253f 4,307±0,396d 1,130±0,131a 

SV 3,643±0,335abc 1,590±0,082a 0,410±0,061a 0,773±0,289a 

SA1, Salmonella Agona; SA2, Salmonella Anatum; SE, Salmonella Enteritidis; SH, Salmonella Hadar; SI, 

Salmonella Infantis; SK, Salmonella Kentucky; ST1, Salmonella Thompson; ST2, Salmonella Typhimurium; 

S1, Salmonella 1, 4, (5), 12:i-; SV, Salmonella Virchow. NAD, cepa no adaptada; AFTS, cepa adaptada al 

fosfato trisódico; ANS, cepa adaptada al nitrito sódico; AHS, cepa adaptada al hipoclorito sódico. Los valores 

que en la misma columna comparten alguna letra no muestran diferencias significativas entre sí (P < 0,05). 

Cuando utilizamos como fuente hidrocarbonada el hexadecano (Tabla 

III.8), se obtuvieron siguientes resultados: de los 10 serotipos patrón de 

Salmonella enterica analizados solamente S. Agona (SA1) y S. Infantis (SI) 

destacan como hidrofóbicos moderados, siendo SI la cepa más hidrofóbica; el 

resto de los serotipos presentan una hidrofobicidad débil. Sin embargo, cuando 

estos mismos serotipos se sometieron al proceso de adaptación, se obtuvieron 

cambios notables en la hidrofobicidad, sobre todo cuando las cepas estaban 

adaptadas al FTS. Las cepas de SA1 y SI pasaron de ser hidrofóbicas 

moderadas a hidrofóbicas fuertes, y serotipos como SA2 y S1 pasaron de ser 

hidrofóbicos débiles a fuertes y ST1 pasó de ser hidrofóbico débil a moderado. 

Las adaptaciones al NS e HS no provocaron cambios notables si los 

comparamos con las cepas sin adaptar. Ben Abdallah et al. (2014) analizaron la 

hidrofobicidad de 20 cepas de Salmonella de diferentes serotipos y origen (10 de 

origen humano y 10 precedentes de carne de pollo) usando como fuente de 

carbono el hexadecano, y obtuvieron una afinidad por este compuesto baja, lo 

que sugiere el carácter hidrofílico para los aislamientos que analizaron. Hay que 

señalar que, en el presente Estudio, el 80% de las cepas presentaron también 

una afinidad débil por el hexadecano. Los autores indicados no pudieron 

establecer una correlación entre la hidrofobicidad de las cepas de Salmonella y 
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la capacidad de las mismas para formar biofilms, mientras que en el estudio que 

se presenta, como se detallará con posterioridad en este Capítulo, si se 

estableció dicha correlación. 

Tabla III.9. Hidrofobicidad de 10 cepas de Salmonella adaptadas y sin 
adaptar usando xileno. 

Cepas NAD AFTS ANS AHS 

SA1 47,427±0,214h 57,533±0,853h 45,853±0,583f 1,623±0,310a 

SA2 10,200±0,606d 53,507±2,012gh 19,007±1,696e 26,063±3,496e 

SE 5,593±0,254b 4,510±1,596a 1,537±0,264a 6,337±0,685b 

SH 8,677±0,577c 21,377±3,226bc 15,453±0,787d 15,470±1,061cd 

SI 43,913±0,358g 51,013±0,542g 44,713±1,292f 51,320±1,144f 

SK 19,050±0,260f 24,720±2,850cd 14,943±0,788d 12,123±2,014c 

ST1 4,453±0,058a 32,907±5,891e 11,613±1,374c 14,937±1,724cd 

ST2 10,787±1,033d 27,750±2,077d 1,350±0,187a 15,787±0,368d 

S1 14,600±0,381e 44,217±3,712f 7,957±0,076b 23,643±3,236e 

SV 8,907±0,266c 19,563±0,778b 2,283±0,129a 15,397±0,600cd 

Para interpretación, ver Tabla III.8. 

Cuando utilizamos el xileno como fuente hidrocarbonada (Tabla III.9), las 

cepas SA1 y SI presentaron una hidrofobicidad moderada cuando estaban sin 

adaptar, mientras que las cepas del resto de los serotipos presentaron una 

hidrofobicidad débil. La adaptación que provocó mayores cambios en la 

hidroboficidad celular de las cepas ensayadas ha sido al FTS. Serotipos como 

SA1 y SI pasaron de tener una hidrofobicidad moderada a una fuerte 

hidrofobicidad, SA2 pasó de presentar una hidrofobicidad débil a una fuerte 

hidrofobicidad y serotipos como SK, ST1, ST2 y S1 pasaron de presentar una 

débil hidrofobicidad a una hidrofobicidad moderada. Li y McLandsborough (1999) 

analizaron 22 cepas de Escherichia coli para determinar la hidrofobicidad usando 

como fases de hidrocarburos tanto el xileno como el hexadecano, obteniendo 

similares resultados. Como puede observarse en la Tabla III.10, existen 

diferencias cuando se emplean ambas fases de hidrocarburos, tanto en las 

cepas control como para las adaptadas al FTS, NS e HS. Las cepas de 

Salmonella analizadas presentaron una mayor afinidad por el xileno que por el 

hexadecano. 
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Tabla III.10 Hidrofobicidad de 10 cepas de Salmonella adaptadas y sin 
adaptar. 

Serotipos NAD 
 

AFTS 
 

ANS AHS 
 

SA1 43,58 ± 4,28g 56,55 ± 1,88h 39,79 ± 6,70f 2,82 ± 1,33a 

SA2 6,52 ± 4,06c 53,27 ± 1,36g 14,11 ± 5,50d 16,32 ± 10,90e 

SE 5,39 ± 0,37b 5,15 ± 1,23a 1,02 ± 0,60a 6,23 ± 0,58b 

SH 7,77 ± 1,07d 18,49 ± 3,80c 14,88 ± 0,94d 13,84 ± 1,94d 

SI 45,59 ± 2,44h 50,89 ± 2,45g 38,55 ± 6,89e 46,77 ±  5,07f 

SK 11,96 ± 7,79f 16,76 ± 8,91c 10,57 ± 4,87c 7,59 ± 5,14bc 

ST1 4,40 ± 0,16a 28,50 ± 6,12e 10,69 ± 1,35c 8,31 ± 7,34c 

ST2 9,70 ± 1,44e 22,69 ± 5,72d 0,91± 0,50a 8,16 ± 8,36c 

S1 8,93 ± 6,23e 47,63 ± 4,64f 4,54±3,74b 13,98 ±10,79d 

SV 6,28 ± 2,90bc 10,58 ± 9,86b 1,53 ± 0,85a 7,90 ± 8,22c 

Tratamiento 
Hexadecano 12,66 ± 15,89a 28,39 ± 21,06a 10,85 ± 12,21a 8,11 ± 12,05a 

Xileno 17,36 ± 14,97b 33,71 ± 16,85b 16,47 ± 15,84b 18,27 ± 13,24b 

C P < 0,001 P < 0,001 P < 0,001 P < 0,001 
T P < 0,001 P < 0,001 P < 0,001 P < 0,001 
T*C P < 0,001 P < 0,001 P < 0,001 P < 0,001 

SA1, Salmonella Agona; SA2, Salmonella Anatum; SE, Salmonella Enteritidis; SH, Salmonella Hadar; SI, 

Salmonella Infantis; SK, Salmonella Kentucky; ST1, Salmonella Thompson; ST2, Salmonella Typhimurium; 

S1, Salmonella 1, 4, (5), 12:i-; SV, Salmonella Virchow. NAD, cepa no adaptada; AFTS, cepa adaptada al 

fosfato trisódico; ANS, cepa adaptada al nitrito sódico; AHS, cepa adaptada al hipoclorito sódico. C: Cepa, 

T: Tratamiento, T*C: Tratamiento-cepa. Los valores que en la misma columna comparten alguna letra no 

muestran diferencias significativas entre sí (P < 0,05). 

Cuando analizamos los resultados obtenidos de forma conjunta (Tabla 

III.10) sin tener en cuenta la fuente hidrocarbonada empleada, los serotipos sin 

adaptar que presentaron mayor hidrofobicidad fueron SA1 y, especialmente, SI. 

En cuanto a las cepas adaptadas al FTS, tanto SA2, como SA1 y SI sufrieron 

modificaciones aumentando su hidrofobicidad a fuertemente hidrofóbicos. Por su 

parte, S1 pasó de tener hidrofobicidad débil a moderada. Las cepas de 

Salmonella presentaron diferencias significativas (P<0,001) tanto cuando las 

cepas no están adaptadas como para todas las adaptaciones, 

independientemente del tratamiento utilizado. La adaptación que dio lugar a una 

mayor hidrofobicidad fue el FTS, seguido de la adaptación al NS e HS. Capita et 

al. (2014) analizaron la capacidad de formación de biofilm, la hidrofobicidad y los 

parámetros de las curvas de crecimiento de una cepa de E. coli (ATCC 12806), 

adaptada a los tres biocidas de uso alimentario estudiados en esta Tesis 
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Doctoral. En su investigación, los autores indicados obtuvieron una mayor 

hidrofobicidad para la cepa de E. coli cuando estaba adaptada al NS.   

El aumento en la hidrofobicidad de la superficie celular observado en las 

cepas adaptadas al FTS podría estar relacionado con una reducción en los sitios 

de unión de los biocidas cargados negativamente (hidrófilos) (Capita et al., 

2014). A medida que las cepas están más adaptadas a los compuestos biocidas, 

pierden o enmascaran sus sitios de unión para los biocidas. Estos sitios de unión 

están cargados negativamente y, por lo tanto, restan valor a la hidrofobicidad de 

la célula, por lo que a medida que se pierden o se enmascaran, la célula aumenta 

su hidrofobicidad (Loughlin et al., 2002). 

El tratamiento, independientemente de la cepa considerada, ejerció un 

efecto significativo (P < 0,001) sobre la hidrofobicidad, siendo en todas las cepas 

antes y después de la adaptación mayor para el xileno. La adaptación al FTS 

presentó los mayores valores de hidrofobicidad en todos los casos. Para el efecto 

conjunto de cepa y tratamiento también se obtuvieron diferencias significativas 

(P < 0,001), tanto para las cepas no adaptadas como para las adaptadas a los 

tres biocidas de uso alimentario ensayados (Tabla III.10). 

Como hemos mencionado anteriormente, Ben Abdallah et al. (2014) 

analizaron la hidrofobicidad de 20 cepas de Salmonella de diferentes serotipos y 

origen (10 de origen humano y 10 procedentes de carne de pollo) usando como 

fuerte de carbono el hexadecano, obteniendo una afinidad por este compuesto 

baja, lo que sugiere el carácter hidrofílico tanto de los aislamientos tanto 

humanos como los procedentes de carne de pollo. Los autores mencionados no 

encontraron relación entre hidrofobicidad y formación de biofilms. En nuestro 

Estudio, cuando analizamos la correlación entre la hidrofobicidad y los 

parámetros de crecimiento obtuvimos una correlación moderada con respecto a 

la tasa de crecimiento, tanto para el xileno como para el hexadecano; sin 

embargo, aunque la correlación obtenida para la hidrofobicidad y la fase Lag 

resultó baja para ambos compuestos. En cuanto a la correlación entre la 

hidrofobicidad y la capacidad de formación de biofilm se determinó la existencia 

de una correlación positiva alta, tanto para el xileno como para el hexadecano.  

La hidrofobicidad de la superficie celular es un factor significativo que 

influye en la adhesión bacteriana. La naturaleza molecular de la superficie de la 

célula bacteriana es importante en la interacción entre el hospedador y los 
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microorganismos. Generalmente, se ha observado que los microorganismos 

producen biopelículas bajo ciertas condiciones tales como áreas deficientes en 

nutrientes, agentes inhibidores que incluyen toxinas o antibióticos bajo 

condiciones de amenaza para la supervivencia y la protección celular. Beshiru et 

al. (2018) analizaron la capacidad de formación de biofilm mediante el método 

del cristal violeta, y la hidrofobicidad, empleando el xileno como fuente 

hidrocarbonada, de 45 cepas de Salmonella aisladas de camarones 

precocinados, obteniendo que el 55,56% eran hidrofílicos y el 44,44% 

hidrofóbicos moderados, no pudiendo establecer una correlación entre 

hidrofobicidad y formación de biofilms. En el presente Estudio se ha determinado 

la correlación entre la hidrofobicidad de la superficie celular y la capacidad de 

formación de biofilms, obteniendo una correlación muy alta tanto para el xileno 

(0,94) como para el hexadecano (0,98) cuando las cepas de Salmonella no están 

adaptadas ni expuestas a ningún biocida. Cuando evaluamos las cepas 

adaptadas al FTS, obtenemos una correlación moderada en el caso del xileno 

(0,55) y alta para el hexadecano (0,73); sin embargo, cuando están adaptadas 

al NS, vuelven a presentar una correlación muy alta para ambos compuestos 

(xileno: 0,87; hexadecano:0,88). La menor correlación se obtuvo para las cepas 

adaptadas al HS, siendo muy baja para el xileno (0,09) y moderada para el 

hexadecano (0,52). En cuanto a las cepas ensayadas, el 80% de las mismas 

resultaron ser hidrofóbicas débiles y el 20% hidrofóbicas moderadas, tanto 

cuando se empleó el xileno como cuando se empleó el hexadecano como fuente 

hidrocarbonada. Estos porcentajes variaron cuando se analizó la hidrofobicidad 

de las cepas adaptadas frente a los tres biocidas de uso alimentario ensayados 

y para las dos fuentes hidrocarbonadas empleadas.  

3.4  Bombas de expulsión. 
Para poder observar el papel que desarrollan las bombas de expulsión en 

la adaptación de las cepas de Salmonella frente a los tres biocidas usados en 

esta Tesis Doctoral, se estudió el crecimiento de las cepas control, adaptadas y 

expuestas en presencia de CCCP, compuesto inhibidor de las bombas de 

expulsión (Tablas III.11-III.13). Las cuatro cepas usadas en esta parte del 

Estudio se eligieron en función de los valores que se obtuvieron de MIC después 

de la adaptación, descritos en el Capítulo II de esta Memoria. Estudios previos 
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han indicado la implicación de las bombas de expulsión en la resistencia y 

adaptación frente a ciertos antimicrobianos. Sin embargo, parece ser que los tres 

biocidas ensayados (FTS, NS y HS), usados ampliamente en la industria 

alimentaria, no han sido probados previamente con esta finalidad. Las bombas 

de expulsión de las bacterias están energizadas por la fuerza motriz del protón, 

siendo esta la razón por la que el CCCP, que es un inhibidor de la fuerza motriz 

de protones, se usa ampliamente para estudiar estas estructuras. 

 

Tabla III.11. Fase de latencia (L, horas) en cepas de Salmonella no 
adaptadas y previamente adaptadas a tres biocidas, en presencia y 
ausencia de CCCP. 

E C T 
ADAPTACIÓN 

NAD AFTS ANS AHS 
NC 
 

SH 
SI 

A 2,136±0,739a 8,649±2,391b 2,214±0,699a 3,039±0,804a 

A 2,352±0,312a 3,002±0,333a 3,648±0,447b 2,887±0,134a 
S1 
ST1 

A 2,352±0,312a 3,002±0,333a 3,648±0,447b 2,887±0,134a 
A 2,607±0,349a 6,902±2,519b 2,705±0,580ab 22,707±2,502b 

SH 
SI 

B 3,584±0,466ab - 2,816±0,851a 5,692±1,218a 
B 3,584±0,466ab 1,583±3,427a 4,315±2,613a 10,196±10,178a 

S1 
ST1 

B 2,402±0,247a 0,977±1,039a 5,433±4,789a 5,567±0,921a 
B 4,592±0,0,869b - - 9,417±4,420a 

NS SH 
SI 

A 2,979±0,193ab 4,891±0,648b 2,035±0,389a 4,285±0,621ab 

A 4,179±0,339ab 3,889±0,720a 3,811±0,708a 4,281±0,613bc 

S1 
ST1 

A 3,025±1,255a 3,509±0,919a 3,607±0,040a 17,266±2,020a 

A 3,210±0,328b 4,199±0,077b 2,242±0,618a 17,968±2,378c 

SH 
SI 

B 0,156±0,087a - 37,279±18,853a 24,806±25,820a 

B 21,010±4,277ab - - - 

S1 
ST1 

B 26,943±24,395ab 41,945±6,431a - - 

B 50,988±11,178c - 21,468±1,089a - 

E: exposición a biocidas, C: cepa, T: tratamiento inhibidor de las bombas de expulsión. SH, Salmonella 

Hadar; SI, Salmonella Infantis; ST1, Salmonella Thompson; S1, Salmonella 1, 4, (5), 12:i-; SV. NAD, cepa 

no adaptada; AFTS, cepa adaptada al fosfato trisódico; ANS, cepa adaptada al nitrito sódico; AHS, cepa 

adaptada al hipoclorito sódico. NC: cepas sin compuesto, NS: cepas expuestas al nitrito sódico. A: Sin 

CCCP, B: con CCCP. Los valores que en la misma columna comparten alguna letra (superíndice) no 

muestran diferencias significativas entre sí. 

 
 
 
 
 



                                                                                                                                                    Capítulo III 
 

221 
 

Tabla III.12. Ritmo máximo de crecimiento (µ; ΔOD420–580/h) en cepas de 
Salmonella no adaptadas y previamente adaptadas a tres biocidas, en 
presencia y ausencia de CCCP. 

E C T 
ADAPTACIÓN 

NAD AFTS ANS AHS 
NC 
 

SH 
SI 

A 0,088±0,016a 0,010±0,001a 0,056±0,008a 0,128±0,020b 

A 0,127±0,017b 0,114±0,006b 0,142±0,018c 0,129±0,005b 
S1 
ST1 

A 0,086±0,023a 0,137±0,019c 0,067±0,005ab 0,037±0,026a 
A 0,071±0,006a 0,016±0,004a 0,081±0,009b 0,032±0,002a 

SH 
SI 

B 0,015±0,003a - 0,012±0,002a 0,051±0,047c 
B 0,050±0,034b 0,023±0,005b 0,051±0,040a 0,055±0,055bc 

S1 
ST1 

B 0,013±0,008a 0,009±0,002a 0,037±0,025a 0,008±0,001a 
B 0,014±0,003a - - 0,023±0,014ab 

NS 
 

SH 
SI 

A 0,117±0,080a 0,011±0,006a 0,087±0,032b 0,038±0,004ab 

A 0,049±0,013a 0,050±0,017a 0,015±0,003a 0,056±0,036b 
S1 
ST1 

A 0,052±0,009a 0,383±0,570a 0,012±0,008a 0,009±0,003a 

A 0,086±0,003a 0,034±0,032a 0,072±0,035b 0,063±0,019b 
SH 
SI 

B 0,004±0,001b - 0,009±0,007a 0,036±0,054a 

B 0,004±0,001b - - - 
S1 
ST1 

B 0,003±0,003a 0,004±0,001a - - 

B 0,006±0,001ab - 0,005±0,001b - 
Para interpretación, ver Tabla III.11. 
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Tabla III.13. Incremento de la densidad óptica desde la inoculación a la fase 

estacionaria (B) en cepas de Salmonella no adaptadas y previamente 

adaptadas a tres biocidas, en presencia y ausencia de CCCP. 

E C T 
ADAPTACIÓN 

NAD AFTS ANS AHS 
NC 
 

SH 
SI 

A 1,327±0,072a 0,936±0,393a 1,342±0,038a 1,370±0,096a 

A 1,402±0,039a 1,377±0,067b 1,310±0,071a 1,376±0,071a 

S1 
ST1 

A 1,253±0,172a 1,383±0,050b 1,361±0,035a 1,333±0,058a 

A 1,298±0,033a 0,777±0,081a 1,358±0,026a 1,273±0,028a 

SH B 0,331±0,082a - 0,210±0,003a 1,199±0,381c 

SI B 1,002±0,014b 0,768±0,314b 0,943±0,029b 0,791±0,241bc 

S1 
ST1 

B 0,364±0,175a 0,257±0,039b 0,965±0,019b 0,286±0,097a 

B 0,360±0,147a - - 0,499±0,222ab 

NS 
 

SH 
SI 

A 0,386±0,051a 0,386±0,046a 0,331±0,006bc 0,357±0,026b 

A 0,383±0,029a 0,321±0,038a 0,386±0,034c 0,318±0,016ab 

S1 
ST1 

A 0,322±0,026a 0,313±0,053a 0,243±0,065a 0,334±0,021ab 

A 0,354±0,078a 0,398±0,034a 0,286±0,030ab 0,305±0,023a 

SH 
SI 

B 0,420±0,027b - 0,255±0,016a 0,286±0,246a 

B 0,387±0,063b - - - 

S1 
ST1 

B 0,177±0,122a 0,322±0,110a - - 

B 0,276±0,050ab - 0,320±0,013b - 

Para interpretación, ver Tabla III.11. 

 

De manera general, las cepas control estudiadas mostraron una mayor fase 

Lag y una menor tasa de crecimiento y densidad óptica en la fase estacionaria, 

al crecer en presencia de CCCP. Cuando las cepas están adaptadas, en algunos 

casos el CCCP ejerce un efecto inhibidor del crecimiento. En las cepas 

adaptadas al NS el CCCP se produce un aumento de la fase Lag, mientras que 

en las cepas adaptadas al FTS el CCCP tiene el efecto contrario, reduciendo 

dicha fase. Finalmente, en las cepas adaptadas al NS, aumenta la fase Lag para 

SH y SI y disminuye en el caso de S1 y ST1. 

Cuando se añadió al medio FTS e HS tuvo lugar un efecto inhibitorio del 

crecimiento para todos los serotipos. Cuando se añadió NS, este compuesto 

provocó un aumento de la fase Lag tanto en las cepas control como en las 

adaptadas a los tres biocidas, debiendo señalarse que algunas de las cepas 

adaptadas no crecieron en presencia de NS y CCCP. Alonso-Calleja et al. (2015) 

estudiaron el efecto del CCCP utilizando una cepa patrón de E. coli, que 

adaptaron y expusieron al efecto de los tres biocidas empleados en el presente 
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Estudio; de igual manera, la adaptación y la exposición junto al CCCP dio lugar 

a un efecto inhibitorio del crecimiento.  

 

4. Conclusiones 
Todas las cepas estudiadas formaron biofilm en las condiciones 

ensayadas, destacando S. Agona y S. Infantis como los dos serotipos con mayor 

capacidad de formación tanto cuando no están adaptadas como cuando se 

adaptaron a los tres biocidas estudiados (FTS, NS e HS). De manera general, 

después de la exposición al hipoclorito sódico y al fosfato trisódico, las cepas 

aumentaron su capacidad de formación de biofilm.  

De igual modo, ambos serotipos presentaron una mayor tasa de 

crecimiento que el resto de los serotipos, en los que la fase Lag fue muy similar. 

La exposición al nitrito sódico resultó ser el tratamiento más efectivo, ya que dio 

lugar a una mayor inhibición o retardo del crecimiento. Asimismo, S. Agona y S. 

Infantis también presentaron una mayor capacidad hidrofóbica, lo que 

posiblemente mejore su adhesión a las superficies favoreciendo la formación de 

biofilm.  

Por otra parte, el fosfato trisódico fue el compuesto cuya adaptación 

provocó mayores cambios en la hidrofobicidad celular tanto cuando se utilizó 

como fuente hidrocarbonada el hexadecano como cuando se utilizó el xileno, 

siendo este último el más recomendable para su empleo, ya que las células 

bacterianas presentaron una mayor afinidad por el mismo.  

Las bombas de expulsión ejercieron un papel fundamental en la adaptación 

de las cepas de Salmonella enterica, sobre todo frente a la exposición al fosfato 

trisódico y al hipoclorito sódico, ya que al bloquearlas mediante la adición del 

carbonylcianuro-m-clorofenilhidrazona, no se observó crecimiento de las 

mismas. Así mismo, las cepas expuestas al nitrito sódico con las bombas de 

expulsión bloqueadas, en algunos casos, pudieron crecer, si bien se incrementó 

la fase Lag y se redujo la tasa de crecimiento de manera drástica. 
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PRIMERA. La caracterización de una colección de cepas de Salmonella 

enterica procedentes de carne de ave ha permitido demostrar la presencia de 

resistencia fenotípica y de genes de resistencia a diferentes antibióticos en la 

mayoría de los aislamientos. Estas cepas constituyen, por lo tanto, un reservorio 

importante de genes de resistencia a antibióticos y, en algún caso, también de 

genes de virulencia. Teniendo en cuenta que la resistencia a los antibióticos 

supone un grave problema global de Salud Pública, resulta imprescindible una 

correcta manipulación de la carne de pollo que evite la diseminación de dichos 

genes y/o de las bacterias que los portan. 

SEGUNDA. El empleo de biocidas de uso habitual en la industria 

alimentaria (fosfato trisódico, nitrito sódico e hipoclorito sódico) a dosis 

subinhibitorias provoca la adaptación de las cepas a los compuestos y modifica 

su patrón de resistencia a antibióticos, causando un incremento en el número de 

resistencias fenotípicas detectadas. El efecto de la exposición a los biocidas 

sobre la resistencia a los antibióticos es dependiente de la familia de antibióticos, 

siendo la susceptibilidad a los aminogluclósidos y las cefalosporinas la más 

fuertemente afectada. El hecho de que los cambios en los perfiles de resistencia 

se observaron para diferentes clases de antibióticos, sugiere que la exposición 

a los biocidas desencadena mecanismos de resistencia de amplio espectro (por 

ejemplo, bombas de expulsión inespecíficas o alteraciones de la permeabilidad 

celular), que provocan una susceptibilidad reducida a compuestos con diferentes 

estructuras químicas. 

TERCERA. En las cepas adaptadas a los biocidas, especialmente al 

fosfato trisódico, se redujo, con respecto a las cepas no adaptadas, el número 

de genes de resistencia detectados. Este hecho podría deberse a modificaciones 

del genoma bacteriano o ser consecuencia de algún mecanismo que impida la 

amplificación de determinados genes. 

CUARTA. La adaptación a los biocidas de las cepas de S. enterica 

provocó modificaciones en el comportamiento de éstas, aumentando tanto su 

capacidad para formar biofilm como la hidrofobicidad de la superficie celular en 

algunos de los serotipos estudiados. Se produjeron, además, modificaciones en 

la cinética de crecimiento, ya que tanto la adaptación como la exposición a dosis 

subinhibitorias de los biocidas dieron lugar a modificaciones en los parámetros 
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de crecimiento de los aislamientos de S. enterica, provocando un incremento de 

la fase de latencia que les permite adaptarse a las nuevas circunstancias para, 

en una segunda etapa, poder iniciar su multiplicación. 

QUINTA. Entre los mecanismos de resistencia a los antimicrobianos 

estudiados destacó, por su relevancia, la expresión incrementada de bombas de 

expulsión. Cuando este mecanismo se ve comprometido utilizando un inhibidor 

de bombas de expulsión, la capacidad de crecimiento de las cepas se reduce, 

principalmente cuando son expuestas al fosfato trisódico y al hipoclorito sódico. 

SEXTA. Tanto el incremento de la resistencia a antibióticos provocado por 

los biocidas como los mecanismos que generan estas resistencias, fueron 

dependientes del biocida empleado y del serotipo de Salmonella enterica 

considerado. Así, Salmonella Hadar y Salmonella 1,4,[5],12;i;- fueron los 

serovares que experimentaron un mayor incremento en el número de 

resistencias tras la exposición a biocidas, mientras que Salmonella Agona y 

Salmonella Infantis mostraron la mayor capacidad de formación de biofilms e 

hidrofobicidad superficial.  

SÉPTIMA.  El control de la transmisión de Salmonella enterica en la 

cadena alimentaria constituye un ejemplo perfecto para describir el concepto 

“One Health”. El empleo de biocidas a dosis subinhibitorias favorece el 

incremento en los patrones de resistencia a antibióticos y compromete la 

eficiencia de los mismos como opción terapéutica en casos de salmonelosis 

humana. Por ello, es necesario un control integral en el ámbito de la producción 

animal y de la industria alimentaria, limitando la transmisión de estas resistencias 

desde y hacia el medio ambiente. 
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Ten multi-drug resistant Salmonella enterica isolates belonging to ten different serotypes were exposed to
increasing sub-inhibitory concentrations of three biocides widely used in food industry facilities (tri-
sodium phosphate, sodium nitrite, or sodium hypochlorite). Cultures were tested, before and after
exposure to biocides, against 31 antibiotics of clinical significance by means of a standard disk-diffusion
technique (CLSI). Exposed cultures displayed reduced susceptibility to a range of antibiotics, as compared
with not exposed cultures. The impact of biocide exposure on reduced susceptibility to antibiotics was
dependent on the Salmonella strain and the antibiotic family tested, susceptibility to aminoglycosides
and cephalosporins being the most strongly affected. Results in the present study suggest that extensive
use of biocides at sub-lethal concentrations could contribute to the emergence of antibiotic resistance in
multi-drug resistant Salmonella enterica strains and therefore represent a public health risk. The intra-
specific differences observed in antibiotic susceptibility underline the need to screen a wide range of
strains.

� 2013 Elsevier Ltd. All rights reserved.
1. Introduction

Non-typhoidal Salmonella caused over 95,500 confirmed cases of
enteritis in the European Union in 2011 (the notification rate was
20.7 casesper100,000population), resulting in significantmorbidity
and 56 deaths (EFSA, 2013). While most cases of human salmonel-
losis are self-limiting, requiring only bed rest and re-hydration,
antibiotic therapy may be necessary for severe cases, extra-
intestinal disease or immune-compromised patients (Álvarez-
Fernández, Alonso-Calleja, García-Fernández, & Capita, 2012). In
such a scenario, Salmonella strains that are resistant to commonly
used antibiotics are especially threatening because they may
compromise the effective treatment of human illness.

Biocides are used extensively in the food industry as food addi-
tives, decontaminants or environmental disinfectants to control
harmful micro-organisms (Capita & Alonso-Calleja, 2013). Sub-
inhibitory concentrations of biocides could occur as consequence of
improper use (erroneous concentration or inadequate distribution),
giene and Food Technology,
zana, s/n, 24071-León, Spain.

unileon.es (R. Capita).

All rights reserved.
inappropriate storage of the formulations, excessive amounts of
organic matter (known to inactivate several biocides) or use of
compounds at sub-lethal concentrations, leading to a “hurdle effect”
(Alonso-Hernando, Capita, Prieto, & Alonso-Calleja, 2009). Recent
scientific evidence suggests that the selective pressure exerted by the
use of biocides, including compoundswidely used in food production
facilities, could select for resistance to antibiotics, e.g. cross-
resistance, co-resistance, selection for clones that are resistant to
both biocides and antibiotics, or activation of the SOS response
(Capita & Alonso-Calleja, 2013; Randall et al., 2007). In view of the
large and increasing use of biocides (generally available figures show
that the consumption of biocides in the European Union increased by
4%e5% per year in the last decade, with a market of V10 billion to
V11 billion in 2006; SCENIHR, 2009), the risk of biocide use leading
to the selection and spread of antibiotic resistant bacteria is of
increasing concern. However, scientific evidence is therefore insuf-
ficient to assess the risk of biocides correctly (SCENIHR, 2009).
Therefore, the aim of this research was to determine the effect of
exposure to increasing sub-inhibitory concentrations of three bio-
cides commonly used in the Food Industry (trisodium phosphate,
sodium nitrite and sodium hypochlorite) on the susceptibility of
multi-drug resistant Salmonella enterica isolates from poultry to a
range of antibiotics of clinical significance.
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Table 1
Minimum inhibitory concentrations (MICs) of three biocides (mg/mL) obtained for
10 multi-drug resistant Salmonella enterica strains.

Salmonella strain Biocide

TSP SNI SHY

Salmonella Agona 12.60 � 0.24ab 12.04 � 0.09ab 0.43 � 0.04a
Salmonella Anatum 12.56 � 0.09ab 12.20 � 0.35bcd 0.43 � 0.03a
Salmonella Enteritidis 12.74 � 0.31a 12.32 � 0.30bd 0.43 � 0.04a
Salmonella Hadar 12.34 � 0.09b 11.88 � 0.11ac 0.44 � 0.05a
Salmonella Infantis 12.36 � 0.09b 11.96 � 0.22ac 0.43 � 0.03a
Salmonella Kentucky 12.64 � 0.33ab 11.88 � 0.11ac 0.43 � 0.03a
Salmonella Thompson 12.44 � 0.09ab 12.44 � 0.41d 0.44 � 0.04a
Salmonella Typhimurium 12.48 � 0.11ab 11.84 � 0.09a 0.42 � 0.05a
Salmonella 1, 4, (5), 12: i- 12.48 � 0.41ab 11.84 � 0.22a 0.44 � 0.04a
Salmonella Virchow 12.52 � 0.27ab 11.96 � 0.17ac 0.39 � 0.04a

TSP, Trisodium phosphate; SNI, sodium nitrite; SHY, sodium hypochlorite. Average
MICs in the same column with no letters in common are significantly different
(P < 0.05).
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2. Materials and methods

2.1. Strains

Ten multi-drug resistant S. enterica strains (with resistance to
between 6 and 15 antibiotics) previously isolated from poultry
were used in this study: Salmonella Agona (SA1), Salmonella Ana-
tum (SA2), Salmonella Enteritidis (SE), Salmonella Hadar (SH), Sal-
monella Infantis (SI), Salmonella Kentucky (SK), Salmonella
Thompson (ST1), Salmonella Typhimurium (ST2), Salmonella 1, 4,
(5), 12: i- (S1), and Salmonella Virchow (SV). Strains were main-
tained in tryptone soya broth (TSB, Oxoid Ltd., Hampshire, England)
with 20% (v/v) glycerol at �30 �C. Working cultures were kept at
4 � 1 �C on plates of tryptone soya agar (TSA, Oxoid).

2.2. Biocides

Three compounds were tested: trisodium phosphate (TSP,
Merck, Darmstadt, Germany), sodium nitrite (SNI, SigmaeAldrich,
Steinheim, Germany) and sodium hypochlorite (SHY, Sigmae
Aldrich). These compounds are used in the Food Industry as food
preservatives (TSP and SNI), decontaminants (TSP) or disinfectants
(SHY). Solutions were aseptically prepared before each experiment
in sterile distilled water.

2.3. Determination of the Minimum Inhibitory Concentrations
(MICs)

The Minimum Inhibition Concentration (MIC) values were
established using a microdilution broth method following the
Clinical and Laboratory Standards Institute guidelines (CLSI, 2008).
Five colonies of each organism were taken from TSA plates, inoc-
ulated into 10 mL of Mueller-Hinton (MH) broth (Oxoid) and
incubated at 37 �C. After 24 h of incubation these bacterial cultures
contained approximately 108 cfu/mL. For the experiment, 100-well
polystyrene micro-well plates (Oy Growth Curves Ab Ltd., Helsinki,
Finland) were used. Wells were filled with 20 mL of the solution of
biocides (a range of concentrations was used) and 180 mL of
appropriate dilutions (in MH broth) of inocula in order to give a
final concentration in the well of 5 � 105 cfu/mL. The inoculum
concentration was confirmed by plating. Both positive (200 mL of
inoculum at 5 � 105 cfu/mL) and negative (180 mL of MH
broth þ 20 mL of chemical compound) controls were included in
each experiment. Initial optical density at 420e580 nm (OD420e580)
values ranged from 0.090 to 0.100. No significant differences were
observed between bacterial strains, types of biocides, or controls.

The microwell plates were incubated at 37 �C in a Bioscreen C
MBR (Oy Growth Curves Ab) and the MIC was established as the
lowest biocide concentration necessary to prevent growth after
48 h of incubation. According to previous findings, an OD420e580 of
0.200 was considered the cut-off for bacterial growth (Díez-García,
Capita, & Alonso-Calleja, 2012). Experiments were replicated five
times on separate days.

2.4. Exposure to increasing sub-inhibitory concentrations of
biocides

The test was performed in the same manner as described for
determining MIC. The biocides starting concentration was MIC/2.
When growth was observed, 20 mL of the suspension were asepti-
cally transferred to the next well, which contained 160 mL of MH
broth and 20 mL of biocide solution. After the transfer, each well
contained a biocide concentration 1.5 times stronger than the
previous well. This procedure was continued until no growth was
observed after 72 h of incubation at 37 �C. The suspension in the
last well with recorded growth was streaked on TSA plates with
biocide (one-half of the maximum concentration of biocide that
supported microbial growth was added to TSA) and stored
(4 � 1 �C) after incubation at 37 �C for 48 h.

2.5. Antibiotic susceptibility testing

Isolates were screened for susceptibility, before and after
exposure to the chemicals, to a panel of 31 antibiotics on Mueller-
Hinton agar (Oxoid) by a disk diffusion method described by the
National Committee for Clinical Laboratory Standards (CLSI, 2008).
The following disks (Oxoid) were used: spectinomycin (SH, 100 mg),
amikacin (AK; 30 mg), gentamicin (CN; 10 mg), kanamycin (K,
30 mg), streptomycin (S; 10 mg), tobramycin (TOB, 10 mg), rifampicin
(RD, 5 mg), ampicillin (AMP, 10 mg), penicillin G (P, 10 units), ticar-
cillin (TIC, 75 mg), amoxicillin/clavulanic acid (AMC, 30 mg), ampi-
cillin/sulbactam (SAM, 20 mg), piperacillin/tazobactam (TZP,
110 mg), cephalothin (KF; 30 mg), cefazolin (KZ, 30 mg), cefoxitin
(FOX, 30 mg), cefotaxime (CTX, 30 mg), ceftazidime (CAZ, 30 mg),
cefepime (FEP, 30 mg), imipenem (IPM, 10 mg), aztreonam (ATM,
30 mg), sulphonamides (S3, 300 mg), trimethoprim/sulphame-
thoxazole (SXT; 25 mg), teicoplanin (TEC, 30 mg), chloramphenicol
(C; 30 mg), nalidixic acid (NA; 30 mg), ciprofloxacin (CIP; 5 mg),
enrofloxacin (ENR; 5 mg), tetracycline (TE; 30 mg), phosphomycin
(FOS, 50 mg), and nitrofurantoin (F, 300 mg). The inhibition zones
were measured and scored as sensitive, intermediate susceptibility
and resistant according to the CLSI (2008) guidelines. To control
the precision and accuracy of the results obtained with the disk
diffusion test procedure cultures of two quality control strains
(Escherichia coli ATCC 25922 and Staphylococcus aureus ATCC
29213) with known antimicrobial resistance patterns were used. A
total of 1240 tests (considering all combinations of strains, biocides
and antibiotics) were performed. Repeatability was assessed by
testing a fourth of tests (including combinations for all strains,
biocides and antibiotics) twice on separate days with a 3-month
interval.

2.6. Statistical analysis

MIC values were evaluated using analysis of variance tech-
niques. Mean separations were obtained using Duncan’s multiple
range test. The percentages of cultures with increased resistance to
antibiotics after exposure to biocides were compared by means of
the Fisher’s exact and Chi-square tests. Significance was deter-
mined at the P < 0.05 level. Data processing was carried out using
the Statistica� 6.0 software package (Statsoft Ltd., Chicago, Illinois,
USA).
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3. Results and discussion

The MIC values of TSP, SNI and SHY for Salmonella isolates prior
to exposure to sub-inhibitory concentrations of biocides are shown
in Table 1. Statistical analysis of the results revealed that all Sal-
monella strains had a similar susceptibility to TSP (between
12.34 � 0.09 mg/mL and 12.74 � 0.31 mg/mL) and SHY (between
Table 2
Antibiotic resistance patters of Salmonella strains tested.

Salmonella strain Antibiotic

SH AK CN K S TOB RD AMP P TIC AMC SAM TZP KF

SA1 not exposed R S S R R S R R R R S S R I
SA1 exposed to TSP R I S R R I R R R R I I I R
SA1 exposed to SNI R R S R R R R R R R S I I R
SA1 exposed to SHY R I I I R I R R R I S S I S

SA2 not exposed R S S R R S R S R I S S R R
SA2 exposed to TSP R S S I R S R S R S S S I I
SA2 exposed to SNI R I S I R S R S R I I S R I
SA2 exposed to SHY R I R I R I R S R R S S R I

SE not exposed R S S R R S R R R R S S I I
SE exposed to TSP R R I R R I I R R I S S I R
SE exposed to SNI I I S I I R R R R R I S I I
SE exposed to SHY I I S I I S R R R R S S R S

SH not exposed R S S R R S R S R R S S I I
SH exposed to TSP R R I R R I R I R R I S R R
SH exposed to SN I R S R I R R I R R S R I I
SH exposed to SH R R I I R I R R R R I S R S

SI not exposed R S S I R S R R R R I S I I
SI exposed to TSP R I S R R S R R R R I S I I
SI exposed to SNI R R R I R R R R R R S S R S
SI exposed to SHY R R R I R R R R R R I S R S

SK not exposed R S S I R I R R R R R S I R
SK exposed to TSP R R I R R I R R R R I S R R
SK exposed to SNI I R R R I R R R R R R R R R
SK exposed to SHY I R I I I R R R R R I R R R

ST1 not exposed I I S R I S R S R R S S S S
ST1 exposed to TSP R R S R R S R S R I S I R R
ST1 exposed to SNI R I R I R I R S R I S S R S
ST1 exposed to SHY I R R R I R R S R I I S S S

ST2 not exposed R S S R R S R R R R R S R S
ST2 exposed to TSP R R I R R R R R R I I S R R
ST2 exposed to SNI R I S I R R R R R R I I I S
ST2 exposed to SHY R R I I R R R R R R I I R S

S1 not exposed I S S I I S R R R R S S R S
S1 exposed to TSP R I S R R I R R R R I I I I
S1 exposed to SNI I R R I I R R R R R R S R S
S1 exposed to SHY I I R R I I R R R R I I R R

SV not exposed I S S R I I R S R I S S I S
SV exposed to TSP I S S R I S R I R R S S I S
SV exposed to SNI I R R I I I R S R S I S I S
SV exposed to SHY R I I I R I R S R S S S R S

SH, spectinomycin (100 mg); AK, amikacin (30 mg); CN, gentamicin (10 mg); K, kanamycin (
ampicillin (10 mg); P, penicillin G (10 units); TIC, ticarcillin (75 mg); AMC, amoxicillin/clav
(110 mg); KF, cephalothin (30 mg); KZ, cefazolin (30 mg); FOX, cefoxitin (30 mg); CTX, cefotax
ATM, aztreonam (30 mg); S3, sulphonamides (300 mg); SXT, trimethoprim/sulphamethoxa
(30 mg); CIP, ciprofloxacin (5 mg); ENR, enrofloxacin (5 mg); TE, tetracycline (30 mg); FOS
SA1, Salmonella Agona; SA2, Salmonella Anatum; SE, Salmonella Enteritidis; SH, Salmonella
ST2, Salmonella Typhimurium; S1, Salmonella 1, 4, (5), 12: i-; SV, Salmonella Virchow.
TSP, trisodium phosphate; SNI, sodium nitrite; SHY, sodium hypochlorite.
R, resistant strain; I, strain of intermediate susceptibility; S, susceptible strain; exposed
shaded; exposed strains not having increased susceptibility to antibiotics are not shaded. T
exposure) according to the CLSI guidelines.
0.39 � 0.04 mg/mL and 0.44 � 0.04 mg/mL). Small but significant
differences were found between strains in respect of their sus-
ceptibility to SNI (11.84 � 0.22 mg/mL to 12.44 � 0.41 mg/mL). The
MIC values observed for S. enterica strains are in line with values
reported previously (Alonso-Hernando et al., 2009; Kim & Day,
2007; Stanojevi�c, �Comi�c, Stefanovi�c, & Soluji�c-Sudolak, 2010), and
this confirms that the biocides tested are effective antibacterial
KZ FOX CTX CAZ FEP IPM ATM S3 SXT TEC C NA CIP ENR TE FOS F

S S S S S S S R S R R S S R I S I
S S I S I I I R S R R S I R I S R
S S I I S S I R S R R S S R R I I
S S I I S S I R S R R S S R R S R

S I S S S S S I S R I I S R R S R
R S S S S S S R S R S I S I I S R
S R S S S S S I S R I I S R R S I
S R I I S S I R I R S I S I R S R

S S I S S S S R S R S S S I I S R
R R R R S S R R S I S R I R I R R
S S I S S S S I S R S S I I S S I
S S I R S S S R S R S S S S I S R

S S I S I R S R S R S R S R R S S
R I R R R R R R S I S R I R I R R
S S I I I I S R S R R R I R R I R
S S I I S I I R S R R I S I R S R

S S S S S S S R S R R S S R S S R
S S S S I I I R S R R S S R I S R
S R I R S S S R I R R S I R R S R
S R I R S S I R S R R I S R R S R

R S S S I S S I S R S R R R R S I
R I I R R I R R S I S R I R I R R
R R I S S S I R S R I R R R R S S
R I I I S S I R S R I R R R R S R

S S I S S S I R S R S S S I I S I
R I R R R S R R S I S R I R I R I
I S I I S S S R S R I S S R I S S
R R I R S S S R I R I R S I R S I

S S S S S I S R S R R R S I R S R
R R I S R S R R I I I R S R R R R
I S I S S S S R S R R R S I R S R
R I R S S S I R S R R R I I R S R

S S S S S S S R S R S S S S R S S
S S S S S I I R S R R S S R R S R
S S I S S S I R I R I I S I R S I
S S I S R S I R S R I I S R R S R

S S S S S S S R S R R R I R S S R
S S I S S S S R S R R I S I R S I
I I I I S I S R S R R R R R R S R
S S I S S S S R S R R R I R R S R

30 mg); S, streptomycin (10 mg); TOB, tobramycin (10 mg); RD, rifampicin (5 mg); AMP,
ulanic acid (30 mg); SAM, ampicillin/sulbactam (20 mg); TZP, piperacillin/tazobactam
ime (30 mg); CAZ, ceftazidime (30 mg); FEP, cefepime (30 mg); IPM, imipenem (10 mg);
zole (25 mg); TEC, teicoplanin (30 mg); C, chloramphenicol (30 mg); NA, nalidixic acid
, phosphomycin (50 mg); F, nitrafurantoin (300 mg).
Hadar; SI, Salmonella Infantis; SK, Salmonella Kentucky; ST1, Salmonella Thompson;

strains with increased resistance to antibiotics (relative to unexposed strains) are
he increase in resistance was defined as a change from S (before exposure) to R (after
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agents. After several passages through gradually higher concen-
trations of biocides, the maximum concentration of TSP that
allowed bacterial growth was 13.50 mg/mL for all strains. However,
Salmonella strains differed in their response to exposure to sub-
lethal concentrations of SNI and SHY, suggesting that adaptation
to these compounds is strain-dependent. The maximum tolerable
Fig. 1. Percentage of cultures showing increased resistance to antibiotics after exposure to s
from susceptible (before exposure) to resistant (after exposure) according to the CLSI guideli
antibiotics); Graph B: comparison between biocides (considering simultaneously all strains
all strains and biocides).
concentrations were 30.38 mg/mL of SNI (45.56 mg/mL for SA1), or
0.68 mg/mL of SHY (1.01 mg/mL for SH and 1.52 mg/mL for SI).

Before and after exposure to increasing sub-inhibitory concen-
trations of biocides, strains were screened for susceptibility to 31
antibiotics. The antibiotic resistance patterns of the strains tested
are shown in Table 2. Before exposure, strains showed resistance to
ub-lethal concentrations of biocides. The increase in resistance was defined as a change
nes. Graph A: comparison between strains (considering simultaneously all biocides and
and antibiotics); Graph C: comparison between antibiotics (considering simultaneously
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6 (ST1), 8 (S1), 9 (SV), 10 (SE), 11 (SA2, SI), 12 (SA1, SH), 14 (SK) or 15
(ST2) antibiotics. The exposure of strains to increasing sub-
inhibitory concentrations of biocides was associated with re-
ductions in the susceptibility to several antibiotics, and strains
moved from the category of “susceptible” (implying that infections
due to bacteria will probably respond to that antibiotic) to that of
“resistant” (implying that infections due to bacteria will probably
not respond to that antibiotic), according to the guidelines used. In
a number of cases, the increase in resistance was modest, and
strains moved from “susceptible” to “intermediately susceptible”,
or from “intermediately susceptible” to “resistant” (Table 2). For
various additional cultures and antibiotics, the diameter of inhibi-
tion zones in exposed cells decreased with regard to unexposed,
but did not exceed the limit of resistance according to the CLSI
guidelines. It has been suggested that even a modest change in
susceptibility would still be significant because it might confer a
growth advantage on a strain (Braudaki & Hilton, 2004). In all cases
the strains belonged to the same group (resistant, susceptible or
intermediate susceptibility) in the two replicates performed with a
three-month interval.

The changes in the antibiotic-resistance profiles after exposure
to biocides were observed for different classes of antibiotics, sug-
gesting that the mechanisms of tolerance to biocides are associated
with a broad spectrum mechanism (e.g. efflux pumps or perme-
ability alterations) and cause reduced susceptibility to compounds
with diverse chemical structures, as previously suggested (Capita &
Alonso-Calleja, 2013).

It would appear that the present study is the first to compare the
effects of exposure to increasing sub-inhibitory concentrations of
three different biocides widely used in food processing facilities
(TSP, SNI and SHY) on the susceptibility to antibiotics of multi-drug
resistant Salmonella strains. Published studies with different bio-
cides and bacterial strains provide different perspectives on the
emergence of bacterial resistance due to use of biocides. Randall
et al. (2007) observed that the use of certain types of disinfec-
tants can increase bacterial resistance to various disinfectants and
to antibiotics. These authors exposed eight S. enterica serotype
Typhimurium strains to different farm disinfectants (tar oil phenol,
oxidizing compound, aldehyde-based disinfectant or quaternary
ammonium compound [QAC]). Results differed depending on the
disinfectant and the strain tested. Exposure to oxidizing com-
pounds notably decreased susceptibility to ciprofloxacin and to
various disinfectants by inducing the expression of the AcrABeTolC
efflux system. These authors concluded that the potential for this
type of compound to drive resistance to ciprofloxacin is a real
concern and may provide a selective pressure for the selection and/
or maintenance of ciprofloxacin-resistant strains in the farm envi-
ronment in the absence of ciprofloxacin itself. Other authors have
also observed that exposure to increasing sub-lethal concentrations
of biocides selects for antibiotic resistance in Salmonella strains
(Condell et al., 2012; Karatzas et al., 2007).

On the other hand, several studies show that the use of biocides
at sub-lethal doses doesn’t increase resistance to antibiotics
(Ledder, Gilbert, Wilis, & McBain, 2006; Thomas, Maillard, Lambert,
& Russell, 2000). It has been suggested that the variable results
observed in research reports indicate that there is a need for further
studies addressing the impact of the use of biocides and the
emergence of antibiotic resistance (Capita & Alonso-Calleja, 2013).

The impact of biocide exposure on reduced susceptibility to
antibiotics depended on the Salmonella strain and the antibiotic
families tested (Fig. 1). SA1 and SA2 showed a smaller (P < 0.05)
number of increased resistances (2 for each strain) than the
remaining strains (from 5 to 15). This variability is in agreement
with previous findings (Alonso-Hernando et al., 2009; Braudaki &
Hilton, 2004), and suggests that changes in the pattern of
susceptibility to antibiotics after exposure to biocides might be
strain-specific rather than species- or genus-specific. This makes it
very difficult to predict the behavior of a strain after sub-lethal
exposure to biocides, even if data on related strains are available.

Major differences were observed between the antibiotics tested,
with aminoglycosides (AK, CN and TOB) and cephalosporins
(especially KZ, FOX and CAZ) showing the highest increased re-
sistances. Both classes of antibiotics are known efflux pump sub-
strates (Condell et al., 2012). These results are noteworthy in view
of the fact that cephalosporins are among the therapeutic options
for treating human infections by Salmonella in young patients
(Álvarez-Fernández et al., 2012).

4. Conclusions

Results in this study demonstrated that in vitro exposure of
multi-drug resistant S. enterica strains to sub-lethal concentrations
of biocides, which might occur during multiple steps in the food
chain, may reduce the susceptibility of the cultures to commonly
used antibiotics. However, it should be emphasized that results in
this paper derive from laboratory based experiments and further
investigations under practical field conditions would be needed to
substantiate these findings. Moreover, additional investigations are
required to determine the molecular mechanisms underlying the
induction of phenotypic resistance to antibiotics by TSP, SNI and
SHY.
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