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RESUMEN

Introduccion: El alarmante incremento de la
resistencia bacteriana frente a los antibidticos
constituye uno de los mayores problemas en
Salud Publica. Las bacterias de ambientes
acuaticos pueden transferir genes de resistencia
antimicrobiana a otras bacterias, incluyendo las
patégenas para el hombre, lo cual constituye un
riesgo.

Objetivo: Determinar la resistencia a los
antimicrobianos en aislamientos bacterianos de
pescados y mariscos.

Materiales y métodos: Se analizaron 154
aislamientos bacterianos en pescados y mariscos
en el Laboratorio de Microbiologia del Instituto
Nacional de Higiene Epidemiologia vy
Microbiologia. La susceptibilidad antimicrobiana,

se determind mediante el método de difusion
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con discos (Bauer-Kirby), segin la normativa del
Clinical and Laboratory Standards Institute. El
analisis de los resultados se realizd mediante el
programa WHONET 5.6.

Resultados: Se Identificd resistencia en dos cepas
de Salmonella y seis de E. coli, la resistencia se
expresd con mayor frecuencia para para la
ampicilina y la tetraciclina. En Staphylococcus se
determind un patrén de multirresistencia para el
cloranfenicol, la eritromicina y la tetraciclina.
Vibrio cholerae fue el género con mayor
aislamiento en pescados y mariscos, las cepas

ABSTRACT

Introduction: The alarming increase of antibiotics
resistance in bacteria is one of the greatest
problems in Public Health. Bacteria in aquatic
environments can transfer antimicrobial
resistance genes to other bacteria, including
pathogenic bacteria for humans, which is a health
risk.

Objective: To determine the antimicrobial
resistance in bacterial isolates from fish and
shellfish.

Materials and methods: A total of 154 bacterial
isolates were analyzed in fish and shellfish in the
microbiology laboratory of the National Institute
of Hygiene, Epidemiology and Microbiology.
Antimicrobial susceptibility was determined by
the Kirby- Bauer disc diffusion method according
to the regulations of the Clinical and Laboratory
Standards Institute. The analysis of the results

was carried out by the WHONET 5.6 program.
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resistentes fueron mas frecuentes en ostiones y
pescados de aguas dulces.

Conclusiones: Se determinaron los mayores
porcentajes de resistencia para la ampicilina y la
tetraciclina en el total de los microorganismos
estudiados. El ostion se consideré el producto de
mayor riesgo de diseminacion de bacterias
resistentes a los antimicrobianos.

Palabras claves: resistencia antimicrobiana,

bacterias, alimentos, pescados, mariscos,

antibioticos

Results: Resistance was identified in two strains
of Salmonella and six ones of Escherichia coli, the
resistance to ampicillin and tetracycline was
higher. A multiresistance pattern was identified
in multiresistant staphylococcus to
chloramphenicol, erythromycin and tetracycline.
Vibrio cholerae was the most frequent genus
found in fish and shellfish; resistant strains were
more frequent in oysters and freshwater fish.

highest
resistance were determined for ampicillin and

Conclusions: The percentages of
tetracycline in the total of microorganisms
studied. The oyster was considered the greatest
risk product of dissemination of antimicrobial-
resistant bacteria.

Keywords: Antimicrobial resistance, bacteria,
food, fish, seafood, antibiotic
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INTRODUCCION

El alarmante incremento de la resistencia
bacteriana frente a los antibidticos constituye
uno de los mayores problemas en Salud Publica,
motivo por el cual es necesario determinar las
causas relacionadas con la emergencia y la
diseminacion de bacterias multiresistentes.

Los efectos de la resistencia a los antimicrobianos
no se limitan solo a los riesgos para la salud, sino
gue ademas condiciona pérdidas de producciény
consecuencias negativas para los medios de
subsistencia y la seguridad alimentaria, lo que
causa efectos en la economia, tanto en el ambito
nacional como mundial. Por su parte, la Comisién
del Codex Alimentarius de la Organizacion de las
Naciones Unidas para la Alimentacién y la
Agricultura (FAO, por sus siglas en inglés) en el 39
periodo de sesiones estimé que los costos
econdmicos de la resistencia a los
antimicrobianos. Si las verdaderas consecuencias
de este problema no se tienen en cuenta, dichos
estimados suponen 10 millones de pérdidas
humanas al afio y una disminucién entre 2 % y
3,5% del producto interno bruto mundial, con un
valor total de 100 billones de délares para 2050.2)
Por lo que es necesario el control de todas las vias
a través de las cuales pueden llegar al hombre
microorganismos resistentes, entre ellos los
alimentos, el ambiente y el agua. De gran interés
en la actualidad la seleccion y diseminacién de
microorganismos y determinantes de resistencia
antimicrobiana en la produccién acuicola.®

MATERIAL Y METODOS
Se realizd un estudio descriptivo observacional en
el laboratorio de Microbiologia del Instituto
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En ambientes acuaticos, las bacterias pueden
intercambiar genes de resistencia, incluso a
bacterias patdgenas para el hombre, lo cual
constituye un riesgo para la salud de las personas.
Se ha demostrado en V. cholerae la tranferencia
de plasmidos que portan genes que condicionan
multiresistencia antimicrobiana.>)

Expertos de la Organizacién Mundial de la Salud
OMS, FAO vy Organizacidon Internacional de
Epizootias (OIE), catalogan a los microorganismos
resistentes transmitidos por los alimentos como
un peligro bioldgico y un problema para la
inocuidad de estos productos. Por ello enfatizan
en la necesidad de desarrollar una estrategia
estructurada y coordinada con vistas tanto a
analizar el riesgo como a prevenir los posibles
dafios que ocasiona la ingestién de dichos
productos.(®

En Cuba se han realizado investigaciones sobre
resistencia antimicrobiana en bacterias de origen
acudtico aisladas en pacientes y del medio
ambiente.”8% Sin embargo es poca la
informacién en aislamientos de alimentos, que
pueden contribuir a la diseminaciéon de tales
caracteristicas entre las bacterias comensales y
patdégenas que ocasionan infecciones intra y
extraintestinales en humanos.

El siguiente estudio tiene como objetivo
determinar la resistencia a los antimicrobianos en
aislamientos de pescados y mariscos.

Nacional de Higiene Epidemiologia vy
Microbiologia (INHEM) en el periodo de 2012 a
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2016, sobre la resistencia a los antimicrobianos
en 154 aislamientos bacterianos en pescados y
mariscos, los microorganismos estudiados fueron
Salmonella, 16 aislamientos; Escherichia coli, 12;
Stahylococcus coagulasa positiva, 28 y Vibrio
cholerae, 98. Aislamientos identificados en el
INHEM vy recibidos como parte de la vigilancia en
los Centros Provinciales de Higiene,
Epidemiologia y Microbiologia de las diferentes
provincias (La Habana, Santiago de Cuba,
Granma, Ciego de Avila, Camagiey vy
Guantanamo).

La determinacién de la susceptibilidad
antimicrobiana, se realizd mediante el método de
difusién con discos (Bauer-Kirby) y se siguio la
metodologia descrita en la normativa del Clinical
and Laboratory Standards Institute (CLSI). Los
discos de antimicrobianos evaluados procedian
de las casas comerciales CPM-SCIENTIFICA,
Roma-—ltalia.
Se utilizaron como controles las cepas:
Staphylococcus aureus ATCC 25923 y Escherichia
coli ATCC 25922, se siguieron rigurosamente los
procedimientos establecidos para este fin, tanto
para el control de los cultivos como la
determinacion de la susceptibilidad.

En Salmonella y Escherichia coli, los farmacos
probados fueron: 4&cido nalidixico 30 pg,
amikacina 30 Ug, ampicilina 10ug,
carbenicilinal00ug, cefotaxime 30ug,
ceftriaxona30ug, ceftazidima 30ug,
ciprofloxacina 5ug, cloranfenicol 30ug,

estreptomicina  10pg, gentamicina  10ug,

ISSN 1729-519X

En Staphylococcus coagulasa positiva, se

evaluaron los farmacos amikacina 30ug,
cefazolina 30ug, cefotaxima 30ug, ceftriaxona
30ug, cloranfenicol 30ug, ciprofloxacina 5ug,
eritromicina 15ug, gentamicina 10ug, kanamicina
30pg,
trimetoprimal.25/23. 75ug vy tetraciclina 30pug.
En  Vibrio

ciprofloxacina 5ug, sulfametoxazol/trimetoprima

penicilina G, sulfametoxazol/

cholerae, ampicilina  10ug,
25ug, tetraciclina 30pg, doxiciclina 30ug vy
azitronicina 30pg.

Para el analisis de los resultados se conformé una
base de datos y se analizaron los resultados
mediante el programa WHONET 5.6, Software
para la vigilancia de la resistencia antimicrobiana
y control de infecciones OMS.19 Los criterios de
interpretacion del antibiograma segun los puntos
de corte se realizaron para Enterobacteriaceae y
Staphylococcus, segun CLSI, 2015,Y para V.
cholerae se utilizaron los criterios de
interpretacion del antibiograma segun los puntos
de corte especifico para V. cholerae, CLSI,
2010.12 En los casos de ciprofloxacina, doxiciclina
y azitronicina, se utilizaron los referidos para
Enterobacteriaceae: CLSI, 2015.(1%)

Los resultados de susceptibilidad se expresaron
como valores de frecuencias absoluta y relativa,
los patrones de resistencia se obtuvieron
considerando los farmacos con resistencia vy
susceptibilidad intermedia.

En el documento no se recogen los nombres de
instituciones ni las

empresas o marcas

comerciales de los alimentos a partir de los cuales

kanamicina 30ug, se obtuvieron los aislamientos, por lo cual no se
sulfametoxazol/trimetoprimal.25/23. 75ug vy generan conflictos de interese al respecto..
tetraciclina 30ug.
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RESULTADOS
En pescados y mariscos se determinaron 79 (51,3%) aislamientos no susceptibles a los antimicrobianos.
(Tabla 1).
Tabla 1. Patrones de resistencia antimicrobiana por microorganismo y tipo de alimento

Patrones No. de cepas resistentes | Tipo de alimentos

Salmonella (n 16)

STR 1(50,0) Pescado
CAZ-CHL-TCY 1(50,0) Pescado
Subtotal(%)? 2(12,5)

Escherichia coli (n 12)

AMP 1(20,0) Marisco

CRB 1(20,0) Marisco

NAL 1(20,0) Marisco

TCY 1(20,0) Marisco

NAL-AMP 1(20,0) Marisco
NAL- CRB- CIP 1(20,0) Pescado
Subtotal(%)? 6 (50,0)

Stahylococcus coagulasa positiva (n 28)

PEN 5(26,3) Mariscos

ERY 3 (15,7) pescados

TCY 3 (15,7) Pescado y mariscos

TCY-PEN 5(26,3) Pescados y mariscos
CHL-ERY-TCY 3 (15,7) Pescado y mariscos
Subtotal(%)® 19 (67,9)

Vibrio cholerae (n 98)
AMP 46 (88,8) Pescados y mariscos

SXT 1(1,9) Marisco

TCY 1(1,9) Marisco

AMP-SXT 1(1,9) Marisco

AMP-TCY 3(5,5) Mariscos
Subtotal(%)? 52 (53,1)

Total(%)® 79 (51,3)
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Leyenda: AMP: ampicilina, CAB: carbenicilina, CAZ: ceftazidima, CIP: ciprofloxacina, CHL: cloranfenicol, STR: estreptomicina,

SXT: sulfametoxazol/trimetoprima, TCY: tetraciclina, PEN: penicilina, ERY: eritromocina, NAL: acido nalidixico a: Porcentaje

calculado en base al numero de cepas aisladas por microorganismo, b: Porcentaje calculado en base al total de aislamiento

154.

Se identificaron varios patrones de resistencia,
los mayores porcentajes de resistencia se
observaron en Stahylococcus coagulasa positiva y
V. cholerae con 67, 9% y 51, 3% aislamientos
respectivamente.

En Salmonella solo se determinaron dos

aislamientos  resistentes, procedentes de
pescados, uno de las cuales presentd un patrén
de multirresistencia para los antibidticos
ceftazidima, cloranfenicol y tetraciclina. E. coli
expreso resistencia a cinco tipos de antibidticos,
predominaron los aislados no susceptibles a un
antimicrobiano.

En Staphylococcus, la resistencia fue mayor para
la penicilina, se determind un patrén de

multirresistencia para cloranfenicol, eritromicina

0.0 153,5

50,0 A
40,0 -
30,0 A
20,0 -

10,0 -

y tetraciclina, la mayoria de los aislamientos
fueron identificados por igual en mariscos vy
pescados.

V. cholerae fue el género en el que se determiné
un mayor numero de aislamientos, se
identificaron 52 aislados resistentes, el mayor
porcentaje fue para

determinaron patrones de multiresistencia.

la ampicilina, no se
En el andlisis de la resistencia general por
antibidticos en los microorganismos estudiados
(Figura). La ampicilina y la tetraciclina fueron los
antimicrobianos con mayores porcentajes de
resistencia. Para la ciprofloxacina y la ceftazidima
se determind 1,0 % de resistencia

respectivamente.

30 20 20 10 1,0 1,0

0,0 -

16,8
9,9
I 29 40
| | I | . | | — - — —

AMP TCY PEN ERY CHL NAL SXT CRB CAZ CIP STR

Figura. Porcentaje de resistencia bacteriana determinado por antimicrobiano en pescados y mariscos

En el andlisis de V. cholerae como bacteria
autdctona de los ecosistemas marinos y acuicolas
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resistencia se observé con mayor frecuencia en producto con bacterias resistentes a una mayor
asilamientos de ostién que ademads, fue el variedad de antibidticos.

Tabla 2: Frecuencia de cepas de Vibrio cholerae resistentes a los antimicrobianos por alimento
AMP TCY SXT

Alimento
No. %° No. | %° No. | %°
Biajaiba 1 1,9 0 0,0 0 0,0
Camarén | 11 19,2 2 500 O 0,0
Claria 1 1,9 0 0,0 0 0,0
Langosta 7 13,5 0 0,0 0 0,0
Machuelo 2 3,8 0 0,0 0 0,0
Ostion 25 44,2 2 50,0 2 50,0
Tenca 2 3,8 0 0,0 0 0,0
Tilapia 3 5,8 0 0,0 0 0,0

Total %" 52 | 100,0 4 7,7 2 3,8

Leyenda: AMP-ampicilina, TCY-tetraciclina, SXT-trimetropin sulfametoxazol.
a: Porcentaje calculado en base al total de aislamiento resistentes por antibidtico,
b Porcentaje calculado en base al total de aislamiento resistentes 52

La frecuencia de aislamientos de Vibrio en resistencia a los antimicrobianos en pescados de
pescado se observa en la Tabla 3, se obtuvo en aguas dulces fue mayor, 36, 8% aislados, respecto
pescado de mar y de aguas dulces 16 y 19 a los de mar, 18%.

aislamientos respectivamente sin embargo, la

Tabla 3. Resistencia de Vibrio cholerae a ampicilina por tipo de pescado

Resistentes Resistentes
Pescado de mar | No. cepas Pescado de agua dulce | No. cepas
No. % No. %
Machuelo 7 2 28,5 Tenca 11 2 27,2
Patao 4 0 0,0 Claria 3 1 33,0
- I 100,
Biajaiba 2 1 50,0 Tilapia 3 3 0
Liseta 2 0 0,0 Carpa 2 0 0,0
Macabi 1 0 0,0 - - - -
Total 16 3 18,8 Total 19 6 31,5
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DISCUSION

En bacterias asiladas en pescados y mariscos se
determind resistencia a los antimicrobianos, en
las cuales se identificaron varios patrones de
resistencia. Entre los géneros estudiados se
encontré Salmonella, con una frecuencia de
aislamientos resistentes baja 2/16, a diferencia
de lo que se informa en estudios internacionales
en las que se dan a conocer un mayor porcentaje
de resistencia a la encontrados en esta
investigacién.(13.14)

En E. coli, como microorganismo indicador de
calidad,
antimicrobiano, de interés clinico se obtuvo un

predomind la resistencia a un

aislamiento  resistente  a  ciprofloxacina,
antibidticos clasificado de uso con precaucién
segun la OMS.(19)

En Staphylococcus coagulasa positiva, la
multiresistencia fue poco frecuente, el mayor
porcentaje de resistencia se expresé para la
penicilina, resultado que coincide con los
informados en la literatura revisada en la que se
reporta una menor susceptibilidad para las
penicilinas 'y los macrolidos como la
eritromicina.l1617)

Respecto a V. cholerae se informa con frecuencia
en pescados y maricos en estudio nacional.!'® En
esta investigacion el mayor numero de
aislamientos no susceptibles se determind en
este microorganismo. Predomind la resistencia a
un antibidtico y no se encontraron patrones de
multiresistencia, contario a lo reportado en
investigaciones internacionales en aislados en
pescados, mariscos y crustaceos, en los que se
detectan patrones de multiresistencia que

involucran cuatro y mas antibidticos.(1%:20:21,22)

ISSN 1729-519X

Al comparar los resultados de esta investigacion
con la resistencia encontrada en aislamientos
clinicos de V. cholerae en nuestro pais, la
resistencia a los antimicrobianos fue similar, con
excepcion de ciprofloxacina, azitromicina vy
doxiciclina medicamentos para los cuales se
determina resistencia intermedia en asilados en
diferencia de 100 % de
susceptibilidad obtenida en el estudio de

pacientes,”)  a

alimentos.

En un analisis general los porcentajes de
resistencia a los antimicrobianos en esta
investigacidn, fueron inferiores a la reportada en
la bibliografia internacional,*1%21) con excepcién
de la resistencia para la ampicilina que fue 53, 5%.
En las bacterias objeto de estudio la resistencia se
expresd con mayor frecuencia para la ampicilina
y la tetraciclina, en investigaciones nacionales e
internacionales sobre susceptibilidad a los
antimicrobianos en alimentos también se
reportan altos porcentajes de resistencia para
estos antimicrobianos. (%2324

Es de interés senalar que Salmonella, E. coli y
Staphylococcus pueden encontrarse en los
productos pesqueros por contaminacién del
medio acudtico o se incorporan al alimento
durante el procesamiento. En la bibliografia
consultada se da a conocer que, el pescado es un
vehiculo poco comun en lo que respecta a
Salmonella. La contaminacion por
Staphylococcus es generalmente a través de
manipuladores o a partir del medio ambiente y la
presencia de E. coli estd relacionada con la
contaminacién del agua o la manipulacién de los
alimentos en condiciones no higiénicas.(31314)
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Estos microorganismos tienen como reservorio a
los animales terrestres o los humanos, por tal
motivo es dificil inferir el origen de la resistencia
antimicrobiana.

En nuestro pais la vigilancia de contaminantes en
los alimentos se realiza antes de |la
comercializacién y luego en la cadena de
distribucién y venta, la presencia de los
microorganismos antes mencionados, por
encima de los limites establecidos en la norma de
criterios microbiolégicos NC 585, 2017?%) invalida
el comercio de dichos productos, lo cual limita la
diseminaciéon de la resistencia a través de los
mismos. Respecto a V. cholerae, la vigilancia se
realiza para los serogrupos O1 y 0139, los cuales
son portadores de toxinas con potencial
epidémico, que no es el caso de los aislamientos
analizados en este estudio. Los aislamientos
investigados se consideran bacterias autéctonas
de los ecosistemas marinos y acuicolas y forma
parte de la microbiota de animales que habitan
en ellos,2921) condicidn por la cual se realizé un
analisis mas detallado de la resistencia a los
antimicrobianos en V. cholerae.

Los mayores porcentajes resistencia en V.
cholerae fueron para la ampicilina; en Cuba el
Unico antibidtico autorizado para uso en la
acuicultura es la oxitetraciclina, la aplicacion
dosificada de este medicamento esta indicada
cuando se requiere en el ciclo inicial de vida de
los animales.(26) Por tal motivo, se considerd
gue, la resistencia encontrada para la ampicilina
pudiera estar relacionado con la adquisicion de
genes de resistencia por Vibrio desde el
ambiente, factor que se asocia a la resistencia en

ISSN 1729-519X

este microorganismo segun estudios
internacionales.?7:28)

La resistencia antimicrobiana expresada en
bacterias identificadas en pescados se analizé en
dependencia de los ecosistemas de origen. La
frecuencia de aislamientos de Vibrio en pescado
de mary de aguas dulces fue similar, sin embargo
la resistencia a los antimicrobianos se expresd
diferente, mayor en aislamientos de pescados de
aguas dulces. Tal hallazgo se explica por la
diferencia de habitad, se plantea que los
microorganismos que se encuentran en los peces
depende del ambiente natural, en mar abierto los
pescados

enteropatdgenos, mientras que los de agua dulce

y mariscos estan exentos de
estan expuestos a la contaminacién procedente
de la actividad humana.(?!)

En este estudio los mayores porcentajes de
resistencia en Vibrio se determinaron en
bacterias aisladas en ostiéon. En publicaciones
nacionales e internacionales se informa los
moluscos bivalvos como reservorios frecuentes
de especies de Vibrio.>2°) Alimentos que se
consideran de riesgo, por la alta carga microbiana
gue pueden presentar debido a que acumulan
numerosos microorganismos en el ciclo de vida,
ademas generalmente se consumen crudos o
minimamente procesados, por lo que se
considerd en este estudio el alimento de mayor
exposicidn a bacterias resistentes para los
consumidores, dado que el resto de los producto
generalmente se someten a tratamiento térmico.
El tratamiento térmico es importante en la
garantia de la inocuidad de los alimentos objeto
de estudio.31829 No obstante, cabe destacar
gue cualquier alimento puede ser contaminado
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con V. cholerae u otras bacterias resistentes a los
antimicrobianos por practicas inadecuadas de
higiene, por tanto la higiene es la principal
barrera para minimizar el riesgo de transmision
de bacterias resistentes a los antibidticos a través
de los alimentos.

Entre las limitaciones de esta investigacion se
encontrd que no se recibieron aislamientos de
todas las provincias; no obstante, el nimero de
aislados fue representativo para determinar la
resistencia en los alimentos objeto de analisis y

CONCLUSIONES
La resistencia antimicrobiana en aislamientos de
pescados y mariscos fue baja y la multiresietencia
se expresé con poca frecuencia. Entre las
bacterias resistentes se encontraron Salmonella,
E. coli y Staphylococcus como contaminante de

RECOMENDACION
Teniendo en cuenta las normativas existentes en
el pais respecto al uso regulado y limitado de
antibidticos en la produccidon acuicola, se
recomienda el cumplimiento de estas y enfatizar
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