y \ UNIVERSITAT .
| POLITECNICA
X ”II DE VALENCIA ‘

S'ITI'LITO GE\I'I

UNIVERSITAT POLITECNICA DE
VALENCIA

LOS ALIMENTOS MINIMAMENTE
PROCESADOS Y SU ROL EN LA
GENERACION Y PROPAGACION
DE LAS RESISTENCIAS
ANTIBIOTICAS

TRABAJO FIN DE MASTER UNIVERSITARIO EN GESTION DE
LA SEGURIDAD Y CALIDAD ALIMENTARIA

ALUMNO/A: Maria de los Angeles Alcazar Contreras

TUTOR/A ACADEMICO: Ana Isabel Jiménez Belenguer

Curso Académico:2019/2020

VALENCIA, 07 de julio de 2020
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EN LA GENERACION Y PROPAGACION DE LAS
RESISTENCIAS ANTIBIOTICAS

Maria de los Angeles Alcazar Contreras, Ana Isabel Jiménez Belenguer®

RESUMEN

Las resistencias antibidticas son una de las mayores amenazas para la
salud publica de nuestro tiempo. La comunidad cientifica coincide en que el
principal factor de riesgo en la emergencia de microorganismos resistentes es
la presion selectiva provocada por el uso masivo de los antibi6ticos en
medicina humana y en produccion animal. Pero no es el Unico. Cada vez son
mas las evidencias de que el sector alimentario contribuye de manera
significativa al mantenimiento y a la diseminacion de las resistencias a
antibidticos y existe una preocupacion creciente por la transmision de
patogenos resistentes a lo largo de la cadena alimentaria. EI empleo de
grandes cantidades de biocidas en la higiene y desinfeccion de las industrias,
la lucha contra plagas y la conservacion de alimentos y la exposicion de los
microorganismos que contaminan los alimentos a condiciones de estrés
subletales durante su procesado y almacenamiento son algunos de los
factores de riesgo en la emergencia de bacterias resistentes a los antibioticos.
En este sentido, preocupan especialmente los alimentos minimamente
procesados. Por un lado, al consumirse crudos o haber recibido Unicamente
tratamientos suaves encaminados a reducir en parte la carga microbiana y
frenar el crecimiento de los microorganismos, pueden ser vehiculo de
bacterias, tanto comensales como patogenas, portadoras de genes de
resistencia. Ademas, las bacterias que contaminan estos alimentos se ven
expuestas a una combinacion de condiciones ambientales estresantes y a
tratamientos tecnoldgicos subletales que pueden desencadenar respuestas
adaptativas y mecanismos de reparacion que aumentan significativamente la
probabilidad de adquirir resistencia a los antibioticos.

RESUM

Les resisténcies antibiotiques s6n una de les majors amenaces per a la
salut publica del nostre temps. La comunitat cientifica coincideix que el
principal factor de risc en I'emergéncia de microorganismes resistents és la
pressio selectiva provocada per I'Us massiu dels antibiotics en medicina
humana i en produccié animal. Perd no és l'inic. Cada vegada son més les
evidencies que el sector alimentari contribueix de manera significativa al
manteniment i a la disseminacio de les resisténcies a antibiotics i existeix una
preocupacié creixent per la transmissié de patogens resistents al llarg de la
cadena alimentaria. L'Us de grans quantitats de biocides en la higiene i
desinfeccid de les industries, la lluita contra plagues i la conservacio
d'aliments, i I'exposicié dels microorganismes que contaminen els aliments a
condicions d'estrés *subletales durant el seu processament i
emmagatzematge son alguns dels factors de risc en I'emergéncia de bacteris

1
! Departamento de Biotecnologia de la Universitat Politécnica de Valencia. Camino de Vera
s/n. 46022 — Valencia (Espafa)



resistents als antibiotics. En aquest sentit, preocupen especialment els
aliments minimament processats. D'una banda, en consumir-se crus o haver
rebut dnicament tractaments suaus encaminats a reduir en part la carrega
microbiana i frenar el creixement dels microorganismes, poden ser vehicle de
bacteris, tant comensals com patogenes, portadores de gens de resisténcia.
A més, els bacteris que contaminen aquests aliments es veuen exposades a
una combinacié de condicions ambientals estressants i a tractaments
tecnologics *subletales que poden desencadenar respostes adaptatives i
mecanismes de reparacié que augmenten significativament la probabilitat
d'adquirir resistencia als antibiotics.

ABSTRACT

Antibiotic resistance is one of the biggest threats to public health of our
time. Scientifics agree that the main driver responsible for the emergence of
resistant microorganisms is the selective pressure exerted by the massive use
of antibiotics in human medicine and livestock production. But it is not the only
one. Increasing evidences support that the food industry contributes in a
significant way to the maintenance and dissemination of antibiotic resistance
and there is a serious growing concern about resistant pathogens being
transmitted along the food chain. The application of huge quantities of biocides
for the cleaning and disinfection of industries, pest control and food
preservation, as well as the exposure of the microorganisms contaminating
food to sublethal stress conditions during food processing and storage are
considered risk factors for the emergence of antibiotic resistant bacteria. In this
regard, minimally processed alimentary products are a source of concern. On
the one hand, as they are eaten raw or after suffering mild preservation
treatments aimed to reduce microbiological contamination to some extent or
to prevent growing, these food products can act as vehicles for pathogens or
commensal bacteria that harbor antibiotic resistance genes. In addition,
bacteria on these food products are exposed to a combination of
environmental stress and sublethal treatments which can induce adaptive
responses and repair mechanisms that could significantly increase the odds of
acquiring antibiotic resistance.

PALABRAS CLAVE: Resistencia antibidtica, industria alimentaria, alimentos
minimamente procesados, tecnologia de obstaculos, respuesta al estrés,
patégenos de transmision alimentaria, reservorio

INTRODUCCION

Hace ya mas de 80 afios que comenzaron a usarse los primeros
antibiéticos. Desde entonces la morbilidad y mortalidad de las enfermedades
de origen bacteriano se ha reducido drasticamente y la esperanza de vida de
las personas ha aumentado. La diseminacion de las resistencias antibiéticas,
y sobre todo la emergencia de patdgenos multirresistentes, ponen en peligro
la eficacia de estos medicamentos, considerados hasta ahora como la
panacea de la medicina (Alanis, 2005).



La mayor parte de los mecanismos de resistencia a antibidticos que
expresan las bacterias se remontan millones de afios atrds y fueron
seleccionados en ambientes donde los antibioticos estaban naturalmente
presentes en concentraciones infimas, mucho antes de que el hombre los
descubriese (Boerlin y White, 2013). Las mutaciones y el intercambio de
material genético son la base de la evolucion de las poblaciones bacterianas,
a las que permiten generar una heterogeneidad suficiente para que una o
varias de las lineas clonales resultantes sea capaz de adaptarse y sobrevivir
en las condiciones impuestas por el medio (Alés, 2015). Al contrario de lo que
se pensaba hasta hace unos afos, estos cambios en el genoma bacteriano
no suceden exclusivamente de forma aleatoria y son posteriormente
seleccionados por el medio, sino que dicha inestabilidad genética se ve
inducida por una gran diversidad de factores ambientales estresantes
(Galhardo et al., 2007).

La presencia de antibidticos en el medio es en si misma un factor de estrés
para las bacterias que lo habitan y, por tanto, no solo selecciona aquellas
bacterias que disponen de mecanismos para resistir su accion, sino que
desencadena en las poblaciones expuestas mecanismos de variabilidad
genética para adaptarse a la situacion de estrés, acelerando asi la aparicion
de bacterias resistentes (Foster, 2000). La comunidad cientifica coincide en
gue la amplia presencia de antibioticos en el medio, debido a su utilizacion
masiva en medicina humana y su empleo en el tratamiento de animales
destinados a la produccién de alimentos o como promotores del crecimiento
del ganado, es la causa principal del rapido incremento de la prevalencia de
bacterias resistentes a los antibidticos (Campos y Baquero, 2002). Sin
embargo, no debemos subestimar el efecto que otros factores de estrés
pueden ejercer sobre la evolucion de las bacterias y la adquisicion de genes
de resistencia antibidtica (Walsh y Fanning, 2008). Paralelamente al comienzo
del uso de los antibidticos en la medicina, ha tenido lugar una revolucion
agricola y en nuestra forma de producir alimentos, cuyo impacto sobre la
variabilidad genética de las bacterias estamos comenzando a vislumbrar
(McDowell, 2004). La interrelacion entre el empleo de pesticidas y el desarrollo
de bacterias resistentes a antibioticos en el suelo (Rangasamy et al., 2018), y
la interrelacion entre las nuevas técnicas de procesado, mayoritariamente
bacteriostaticas, que se emplean en la elaboracion de los alimentos
minimamente procesados, y el desarrollo de resistencias antibidticas en las
bacterias subletalmente dafiadas (Verraes et al., 2013), son dos campos de
investigacion en los que merece la pena profundizar si queremos llevar a cabo
medidas que limiten el desarrollo y diseminacion de las resistencias
antimicrobianas y la transmision de patdgenos resistentes a través de la
cadena alimentaria (McDowell, 2004).

En este trabajo de revision examinaremos los distintos factores implicados
en la emergencia y diseminacion de las resistencias antibidticas y
profundizaremos en el papel de los alimentos minimamente procesados como
potenciales portadores de bacterias resistentes, bien debido a su
contaminacién en origen o a la adquisicién de resistencia como resultado de
los procesos a los que se someten para garantizar su estabilidad
microbioldgica.



LAS RESISTENCIAS A ANTIBIOTICOS
Origen y evolucion

La resistencia a un antibiético se define como la capacidad de un
microorganismo de sobrevivir y multiplicarse en presencia de dicho antibiotico
a dosis terapéuticas (Gomez J. et al., 2008). La resistencia a un antibiético o
grupo de antibidticos puede ser una cualidad intrinseca a un grupo
taxondémico, como es el caso de Mycoplasma spp., que al carecer de pared
celular es resistente a la accién de los antibiéticos beta-lactamicos, o puede
ser una cualidad adquirida por bacterias que normalmente serian sensibles a
dicho antibiético (Daza Pérez R.M, 1998).

Las resistencias antibitticas son fruto de la evolucién de las bacterias, cuya
plasticidad genética y rapida replicacion les permite adaptarse a una gran
diversidad de agentes adversos, incluyendo la presencia de antibiéticos en el
medio. Gracias a esta plasticidad las bacterias sufren mutaciones aleatorias
en su genoma y son capaces de intercambiar genes mediante mecanismos
de transferencia horizontal con otras bacterias de su entorno (Munita y Arias,
2016). Cuando las mutaciones o el ADN foraneo dan lugar a variantes
genéticas que no confieren ninguna ventaja adaptativa, estas se mantienen
en una pequefia proporcion dentro de la poblacion bacteriana y tienden a
desaparecer (Maiden, 1998). Por el contrario, cuando los genes adquiridos,
ya sea por mutacion o transferencia horizontal, resultan en un mecanismo
bacteriano que impide la accidén de un antibiotico presente en el medio, estas
variantes genéticas son seleccionadas de forma natural para sobrevivir y
proliferar, al tener una ventaja adaptativa sobre otras bacterias sensibles
(Baquero et al., 2008). Ademas de actuar como agentes de seleccién, los
antibidticos se comportan como factores de estrés ambiental para las
bacterias, que incrementan la tasa de mutaciones y la transferencia horizontal
de genes de resistencia como mecanismo de defensa (Foster, 2000).

Esta seleccion natural lleva ocurriendo desde mucho antes de que se
descubriesen los antibidticos y comenzasen a usarse en la practica clinica, ya
gue en su mayoria se trata de sustancias producidas durante el metabolismo
de ciertos microorganismos y hongos naturalmente presentes en el medio
(Munita y Arias, 2016). Sin embargo, desde la segunda mitad del siglo XX, la
utilizacion masiva de los antibidticos, tanto en produccién animal como
medicina humana, ha incrementado la presencia de estas sustancias en el
medio, acelerando la seleccién de las bacterias resistentes (Campos y
Baquero, 2002).

El aumento en la prevalencia de bacterias multirresistentes (resistentes a
varios antibioticos) se considera una de las mayores amenazas para la salud
publica (Alanis, 2005). Se trata de un problema global, ajeno a fronteras, que
se cobra la vida de mas de 700000 personas al afio (IACG, 2019), ademas de
incrementar la morbilidad de las enfermedades y acarrear enormes costes
econdmicos asociados a cuidados sanitarios, bajas laborales y pérdidas
productivas (Alés, 2015). La prevision, si seguimos con la tendencia actual, es
una crisis sanitaria y econémica sin precedentes, que se cobrara mas de 10



millones de vidas en 2050 y tendra un coste econémico acumulado de 100
trillones de dolares (O’Neill, 2014).

Las bacterias resistentes a los antibiéticos suponen también una amenaza
para la seguridad alimentaria, ya que pueden contaminar el agua y los
alimentos y ocasionar graves enfermedades de transmision alimentaria frente
a las que no sean efectivas las terapias antibiéticas (Mglbak, 2005) o, en caso
de que se trate de bacterias comensales, contribuir a incrementar el pool de
genes del que otros microorganismos patdogenos adquieran determinantes de
resistencia (Verraes et al., 2013). Ademas, la ineficacia de los antibitticos en
el tratamiento de las enfermedades del ganado disminuye nuestra capacidad
productiva y puede en un futuro cercano comprometer la disponibilidad de
alimentos suficientes en un contexto de crecimiento global de la poblacion y
de incremento de la demanda de proteina animal (IACG, 2019).

Todavia existe una gran incertidumbre sobre los efectos secundarios que
tendra el avance de las resistencias antibioticas sobre nuestros sistemas de
salud, que dependen fuertemente de los antibidticos, no solo para tratar
enfermedades sino también como profilacticos, limitando el riesgo de infeccion
en pacientes sometidos a quimioterapia o a procedimientos quirdrgicos. Para
muchos, nos encontramos en el ocaso de la época dorada de la medicina
(O’'Neill, 2014) y lo que cabe preguntarse ahora es si seremos capaces de
frenar este tsunami (The Parliament Magazine, 2017) y de recuperar la
eficacia de los antibi6ticos.

Los datos no son halagtiefios. Mdltiples estudios sefialan que cuando una
resistencia esta lo suficientemente extendida, y en este aspecto luchamos
contra siglos de coevolucion, la supresion del antibidtico no es suficiente para
hacerla desaparecer (Aminov y Mackie, 2007). La causa de su perdurabilidad
podria estar relacionada con diversos factores, como que los genes
implicados en la resistencia a estos antibidticos conserven funciones
necesarias para la supervivencia de la bacteria, con su asociacion a otros
determinantes genéticos muy eficientes (como genes de virulencia), con su
localizacion en elementos genéticos méviles junto a otros genes de resistencia
antibidtica que si supongan una ventaja adaptativa para la bacteria (Alds,
2015) o con la existencia de otros factores de seleccion en el medio, distintos
de los antibiéticos (McDowell, 2004).

Mecanismos de resistencia

Las bacterias han desarrollado multitud de mecanismos para adaptarse y
sobrevivir al atague de los antibiéticos (Munita y Arias, 2016). Algunos de
estos mecanismos son altamente especificos, mientras que otros confieren a
la bacteria la capacidad de resistir el ataque de diversos antimicrobianos y
contaminantes (Poole, 2005) e incluso de sobrevivir a condiciones
ambientales extremas (Beceiro et al., 2012). Normalmente no podemos hablar
de bacterias totalmente sensibles o resistentes a un antibiético, sino de
microorganismos que expresan mayor o menor grado de resistencia dentro de
un gradiente (American Academy of Microbiology, 2009). El grado de
resistencia depende en ocasiones de la suma de varios mecanismos que
involucran distintas rutas bioquimicas (Munita y Arias, 2016):



a) Modificacion de la molécula de antibiético: produccion de enzimas que
interactian con la molécula de antibiético, destruyéndola o adicionandole
grupos funcionales, tales como adenilos o acetilos, que disminuyen su
afinidad por el sitio blanco (Munita y Arias, 2016). Este es el mecanismo
principal de resistencia que emplean las bacterias para inactivar antibiéticos
del grupo de los aminoglucésidos (Ramirez y Tolmasky, 2010) o para
hidrolizar las moléculas de antibiéticos beta-lactdmicos (Tooke et al., 2019).

b) Reduccion de la permeabilidad de las membranas celulares al
antibidtico:

-Reduccién de la permeabilidad de la membrana externa: este mecanismo
de resistencia es especialmente importante en bacterias gram-negativas,
donde la entrada de antibidticos hidrofilicos, como beta-lactdmicos,
tetraciclinas o fluoroquinolonas, a través de la membrana externa
lipopolisacéarida requiere de canales hidrofilicos o porinas (Opal y Pop-Vicas,
2014). Alteraciones en la sintesis de dichas porinas, reduciendo su nimero o
cambiando el tipo de porinas, pasando por ejemplo a sintetizar canales
hidrofilicos mas pequerios, puede reducir la entrada de estos antibidticos vy,
por lo tanto, aumentar la resistencia de la bacteria (Munita y Arias, 2016).

-Reduccion de la permeabilidad de la membrana interna: se ha descrito
como uno de los mecanismos de resistencia a los aminoglucosidos en E.coli,
Salmonella spp. y S.aureus (Opal y Pop-Vicas, 2014). Las moléculas de
aminoglucosidos atraviesan la membrana citoplasméatica mediante transporte
activo, para lo que se requiere energia y una carga interna negativa (Bryan y
Kwan, 1983). Alteraciones en el metabolismo celular o el gradiente de
protones reducen el paso de las moléculas de aminoglucésido y aumentan la
resistencia de las bacterias (Opal y Pop-Vicas, 2014).

c) Aumento de la salida del antibiotico: devolucion del antibiético al medio
extracelular, reduciendo su concentracion en el interior de la bacteria,
mediante las llamadas bombas de eflujo (Munita y Arias, 2016). Estos
sistemas de salida pueden ser inespecificos, protegiendo a la bacteria frente
a multiples antibidticos y otros agentes biocidas, o especificos frente a un
antibidtico concreto. Los sistemas de eflujo inespecificos casi siempre estan
codificados por genes cromosomicos altamente conservados, mientras que
los sistemas de eflujo especificos suelen estar codificados en elementos
genéticos moviles. Estos mecanismos de resistencia han generado gran
preocupacion en los ultimos afios debido a su contribucidn a la emergencia
de cepas multirresistentes (Poole, 2005).

d) Alteracion del sitio blanco (lugar de unién del antibiético): las bacterias
han desarrollado diferentes estrategias para eludir la accion de los antibioticos
actuando sobre el lugar de unién de estos, entre otras: la interposicién de
proteinas, normalmente codificadas por plasmidos, entre el antibiotico y su
lugar de unién (Tran y Jacoby, 2002); la reduccién de la afinidad del sitio
blanco a través de mutaciones en los genes que lo codifican o adicionando al
mismo grupos funcionales como metilos (Shangshang etal.,, 2014); la
sustitucién de la molécula que actda como sitio blanco por otra de funcién
equivalente o, en caso de que la union del antibiético inhiba una funcion del
sitio blanco crucial para la bacteria, desarrollo de mecanismos alternativos a



la funcion inhibida o produccion en exceso del sitio blanco, sobrepasando la
capacidad de union del antibiético (Munita y Arias, 2016).

El nivel de resistencia de las bacterias no depende solo del arsenal de
mecanismos de que disponen, sino también de la frecuencia con que se
expresan (Depardieu etal., 2007). La expresion de muchos de estos
mecanismos esta regulada por pequefias secuencias de ARN (sRNA) que se
activan en respuesta a condiciones ambientales estresantes, como el calor, el
frio, el pH, cambios en la homeostasis o en la estabilidad de las membranas
o la propia presencia de antibi6ticos en el medio (Felden y Cattoira, 2018).

Adquisicion de la resistencia a antibioticos

Las bacterias pueden adquirir resistencia a un antibiético mediante dos
estrategias fundamentales: la aparicion de mutaciones en genes asociados
con el mecanismo de accion del compuesto o la adquisicién de genes que
codifican mecanismos de resistencia frente a dicho compuesto procedentes
de otras bacterias (Munita y Arias, 2016).

La frecuencia con la que se producen mutaciones y dan lugar a resistencia
a antibidticos depende de la bacteria y del antibidtico (Alos, 2015). En las
bacterias denominadas hipermutadoras, con mecanismos de reparacion del
ADN deficientes, las mutaciones se dan con mayor frecuencia y juegan un
papel importante en la adquisicion de resistencias antibitticas (Perron et al.,
2010).

Aunque las mutaciones pueden ser el origen de importantes resistencias,
sobre todo frente a antibidticos de sintesis, como las fluoroquinolonas, para
los que no existe un reservorio natural de bacterias resistentes que puedan
transferir su material genético a bacterias susceptibles (Baylay et al., 2019),
en condiciones normales, y con la excepcion de bacterias hipermutadoras,
suceden a una frecuencia baja (una por cada billon de divisiones celulares).
La transferencia horizontal de material genético, por otro lado, permite una
rapida difusion de genes de resistencia ya formados entre bacterias del mismo
o distinto grupo taxonémico (Aminov y Mackie, 2007). Este intercambio
genético se da con frecuencia y sobre todo en ambientes con alta densidad
de bacterias (Baquero et al., 2008).

Los genes de resistencia a antibioticos, localizados en elementos
genéticos moviles, se transfieren entre bacterias mediante fendmenos de
conjugacion, transduccion o transformacién (Alekshun y Levy, 2007). La
conjugacion es el mecanismo de transferencia mas habitual y requiere de un
contacto estrecho entre la bacteria donante y receptora (Alanis, 2005). La
transformacioén, por el contrario, no requiere de contacto, ya que la bacteria
receptora adquiere un fragmento de ADN libre, que puede haber sido liberado
al medio durante la lisis de la bacteria donante. Por ultimo, la transduccion,
estd mediada por bacteriéfagos (virus que infectan bacterias), que pueden
secuestrar fragmentos de ADN de la bacteria en el interior de la capside
durante su replicacion y posteriormente inyectarlos junto a su propio material
genético en el siguiente huésped (Opal y Pop-Vicas, 2014).



Los elementos genéticos moviles implicados en la transferencia horizontal
de genes son los plasmidos R, los transposones y los integrones (Munita y
Arias, 2016).

- Los plasmidos R son hebras dobles de ADN extracromosémico,
normalmente circular, capaces de replicarse de forma auténoma, sin
necesidad de integrarse en el cromosoma bacteriano (Alekshuny Levy, 2007).
Pueden contener uno o mas genes de resistencia y estan ampliamente
extendidos en las bacterias, lo que parece indicar que son los principales
responsables de la propagacion de los genes de resistencia a antibiéticos y
de la aparicion de cepas multirresistentes (P. M. Bennett, 2008).

- Los transposones, o “genes saltarines”, son capaces de integrarse en el
ADN de la bacteria receptora, moverse entre diferentes localizaciones del
cromosoma y pasar del cromosoma a plasmidos y bacteriéfagos (Errecalde,
2004). Los transposones pueden transferirse entre bacterias por conjugacion,
si se trata de transposones conjugativos, o formando parte de plasmidos y
bacteri6fagos. La posibilidad de portar varios genes de resistencia a
antibidticos en una unidad transponible y de que varios transposones se
transfieran juntos en el mismo plasmido favorecen la aparicion de cepas
multirresistentes (Opal y Pop-Vicas, 2014).

- Los integrones son regiones del genoma bacteriano que permiten la
integracion de genes adquiridos en el cromosoma bacteriano y promueven su
expresion (Munita y Arias, 2016). El centro del integron es una region variable,
en la que se adicionan uno o varios genes adquiridos, llamados genes
casetes, que pueden ser genes de resistencia a antibioticos. Los extremos
son regiones invariables compuestas por un gen que codifica la enzima
integrasa (necesaria para la integracion y escision de genes), un lugar de
adhesion y un promotor que permite la expresion de los genes incorporados
(Baylay et al., 2019). No son elementos génicos moviles per se, pero pueden
estar localizados en plasmidos o flanqueados por transposones, lo que
permitiria su transferencia horizontal entre bacterias (Opal y Pop-Vicas, 2014).

Factores contribuyentes a la generacién y diseminacion de las
resistencias a antibioticos

USO DE ANTIBIOTICOS

El principal factor que ha determinado el incremento exponencial de las
resistencias a antibiéticos es la produccién y consumo de antibiéticos, tanto
para el tratamiento de enfermedades humanas y animales, como para la
promocion del crecimiento del ganado (Aminov y Mackie, 2007), que han dado
lugar a la introduccion y progresiva acumulacion de los antibioticos en
ambientes con alta densidad de bacterias, como el aparato intestinal de
humanos y animales o las aguas residuales procedentes de hospitales o
explotaciones ganaderas. Las bacterias seleccionadas en estos ambientes, a
los que se denomina “reactores genéticos”, y los propios residuos antibiéticos
acaban llegando al suelo y a las aguas superficiales, donde continda
produciéndose el intercambio de material genético con bacterias ambientales
y la seleccion de estirpes resistentes, contribuyendo asi a crear reservorios de



una gran diversidad de genes de resistencia a antibioticos (Baquero et al.,
2008). Las bacterias, tanto comensales como patdégenas, que habitan el
intestino de los animales de produccion, asi como las bacterias presentes en
el suelo, el estiércol o en el agua con que regamos los cultivos pueden
finalmente contaminar los alimentos y llegar al ser humano a través de la
cadena alimentaria (Verraes et al., 2013).

USO DE AGENTES BIOCIDAS

El uso intensivo de los agentes biocidas a lo largo de la cadena de
produccién de alimentos y su descarga continua al suelo y a las aguas se
considera otro de los factores clave en la diseminacion de las resistencias a
antibidticos (SCENIHR, 2009). Los biocidas estan muy presentes en el
ambiente (American Academy of Microbiology, 2009). A nivel de industria
alimentaria, la preocupacion creciente de los consumidores por la salubridad
de los alimentos ha traido consigo un incremento sustancial del uso de
biocidas para la limpieza y desinfeccion de las instalaciones (Walsh y Fanning,
2008). La agricultura moderna, por otro lado, ingresa en el medio mas de 4
millones de toneladas de pesticidas anualmente con el propdésito de luchar
contra las plagas y maximizar la productividad de los cultivos, contribuyendo
a la seleccion y diseminacion de resistencias antibidticas entre las bacterias
presentes en el suelo (Rangasamy et al., 2018). Aunque el modo de accién
de los biocidas, a diferencia de los antibiéticos, suele ser inespecifico, los
mecanismos desarrollados por las bacterias para defenderse de ellos, entre
los que se encuentra la formacion de biofilm o la sintesis de bombas de eflujo
inespecificas, pueden conferir resistencia cruzada a multiples antibiéticos
(Walsh y Fanning, 2008; Condell etal., 2012). Ademas, los genes que
codifican la resistencia a pesticidas con frecuencia se localizan en los mismos
plasmidos y transposones que los genes de resistencia a antibioticos,
transfiriéendose de forma conjunta y favoreciendo la co-seleccion de cepas
resistentes a diversos antibiéticos (Rangasamy et al., 2018).

EXPOSICION A CONDICIONES DE ESTRES

Existen evidencias cientificas crecientes de que los ambientes estresantes
incrementan la inestabilidad del genoma bacteriano, promoviendo las
mutaciones aleatorias, la expresion o silenciamiento de determinados genes
y la transferencia horizontal de elementos genéticos méviles, acelerando asi
la adquisicion de caracteristicas beneficiosas para la supervivencia de las
bacterias, como los mecanismos de resistencia a antibiéticos (Galhardo et al.,
2007). Durante el procesado de los alimentos se llevan a cabo una serie de
tratamientos cuyo propésito es inhibir o retrasar el crecimiento de los
microorganismos para prolongar la vida atil del producto y garantizar su
seguridad (Gould, 2009). La exposicion de los microorganismos a estas
condiciones de estrés puede contribuir a la diseminacion de las resistencias a
antibidticos y, en los casos mas extremos, a la entrada de patdgenos
multirresistentes en la cadena alimentaria (Verraes et al., 2013). Son objeto
de especial preocupacion en este sentido los alimentos minimamente



procesados, ya que normalmente son sometidos a tratamientos suaves, que
exponen a condiciones de estrés (osmotico, térmico o de otra clase) a las
bacterias, sin llegar a destruir a la totalidad de la microbiota contaminante
(Walsh y Fanning, 2008).

LOS ALIMENTOS MINIMAMENTE PROCESADOS
Origen

Los consumidores de hoy en dia estan cada vez méas concienciados sobre
la necesidad de mantener una dieta sana para prevenir enfermedades
cronicas como la diabetes o el cancer y buscan alimentos saludables, que
mantengan su frescura y propiedades nutricionales. Por este motivo el
consumo de frutas y verduras, ingredientes basicos de la dieta mediterranea,
se ha incrementado en los dltimos afios (AECOSAN, 2012). Pero, ademas,
tanto los consumidores como los establecimientos de restauracion demandan
productos que sean convenientes, con una vida util larga y que no requieran
invertir tiempo y esfuerzo en su preparacion (Allende etal.,, 2006). Los
alimentos minimamente procesados surgen en respuesta a las exigencias de
estos nichos de mercado (Rodrigo et al., 2010).

El concepto de alimento minimamente procesado ha evolucionado en las
ultimas décadas y abarca actualmente una gran diversidad de productos que
tienen en comun el haber sido sometidos a técnicas de preservacion
diferentes de las altas temperaturas que se aplican a niveles subletales con el
proposito de garantizar la seguridad del alimento a lo largo de su vida util, al
tiempo que se preservan sus cualidades sensoriales y nutricionales (Alzamora
et al., 2015). Dentro de esta definicion encontramos desde productos crudos,
como la fruta cortada y las ensaladas de IV gama, hasta productos
conservados mediante procesos tradicionales de ahumado, fermentacion o
desecado y productos tratados mediante nuevas tecnologias de inactivacion,
como la irradiacion, la luz UV o las altas presiones (Snyder Jr., 2003).

Tecnologia de obstaculos

En los alimentos minimamente procesados se establece un balance entre
el nivel de seguridad microbiolégica y la calidad del producto deseados.
Generalmente, los procesos mas seguros, como la esterilizacion a altas
temperaturas, tienen un impacto importante sobre el sabor, la textura y la
retencibn de nutrientes (Heldman, 2013). La Industria alimentaria ha
desarrollado todo un arsenal de procesos y sistemas de almacenamiento para
equilibrar en lo posible esta balanza, optimizando las técnicas de preservacion
tradicionales (como el frio, la fermentacion o el secado), innovando en
sistemas de envasado activo y atmosferas modificadas que retrasan el
crecimiento microbiano y poniendo a punto nuevas tecnologias de procesado
dirigidas a inactivar los microorganismos Yy conseguir niveles de
contaminacién  microbiolégicos  equiparables a la  pasterizacion
(Mukhopadhyay y Gorris, 2014).
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Todas estas tecnologias tienen sus ventajas y limitaciones, lo que hace
que por si solas dificilmente puedan satisfacer las expectativas de los
consumidores respecto a los alimentos minimamente procesados (Leistner,
2000). Esto ha conducido al redescubrimiento de un concepto antiguo, al que
Leistner en 1978 denomind “tecnologia de obstaculos”, también conocida en
castellano como teoria de vallas (Capita Gonzéalez, 2013; Mukhopadhyay y
Gorris, 2014).

La tecnologia de obstaculos consiste en someter a los alimentos a una
combinacién de tratamientos de preservacion aplicados a baja intensidad, de
forma que conjuntamente permitan garantizar la seguridad del alimento,
igualando la eficacia de tratamientos de alta intensidad pero reduciendo los
efectos indeseados sobre la calidad (Mukhopadhyay y Gorris, 2014). Esta
combinacién de factores puede resultar en un efecto sinérgico cuando afectan
a distintos mecanismos de homeostasis de los microorganismos, al
dificultarse la reparacién de los dafios a nivel celular (Leistner, 2000).

Como se ha comentado, no se trata de un concepto nuevo. Desde hace
siglos se han desarrollado de forma empirica tratamientos para preservar
alimentos que combinan varias barreras u obstaculos al crecimiento
microbiano (Mukhopadhyay y Gorris, 2014). Es el caso por ejemplo de los
productos fermentados como el queso, donde se producen un descenso de la
actividad de agua, una acidificacion del medio y la colonizacion del mismo por
bacterias lacticas que frenan el crecimiento de microorganismos patdgenos,
como por ejemplo Listeria monocytogenes (FAO/WHO, 2004).

Dependiendo del tipo, la combinacion y la intensidad de los tratamientos
aplicados a los alimentos podemos reducir significativamente la tasa de
crecimiento de los microorganismos e incluso reducir en varias unidades
logaritmicas la carga microbiana (Verraes etal., 2013). El principal
inconveniente de estos procesos, aplicados a dosis bajas para evitar la
degradacion del producto, es que parte de la poblacién microbiana presente
en el alimento sobrevive y resulta estresada o dafiada de forma subletal,
pudiendo desarrollar una mayor resistencia al estrés (Capita Gonzalez, 2013).

Papel de los alimentos minimamente procesados en la propagacion de
resistencias antibiodticas

Los alimentos minimamente procesados redunen una serie de
caracteristicas que los hacen especialmente susceptibles de favorecer la
seleccidn y propagacion de resistencias antibiéticas. Por un lado, al igual que
sucede con los productos crudos, que no han recibido ningun tratamiento de
esterilizacion, los alimentos minimamente procesados presentan cierta carga
microbiolégica y pueden estar contaminados por bacterias resistentes
(Verraes et al., 2013). Por otro lado, las bacterias presentes en alimentos
minimamente procesados que sobreviven a la aplicacién de una o varias
tecnologias a dosis subletales, pueden desarrollar mecanismos para reparar
los dafios sufridos e incrementar su resistencia a diversos factores de estrés,
entre los que se incluye la exposicién a antimicrobianos (McDowell, 2004).
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En los apartados siguientes analizaremos en mayor detalle estos dos
factores de riesgo en la generacion y propagacion de resistencias antibiéticas
en los alimentos minimamente procesados.

Contaminacion microbiolégica de los alimentos minimamente
procesados

Dentro de los alimentos minimamente procesados podemos distinguir
alimentos de origen vegetal y alimentos de origen animal (Bansal et al., 2015).
La contaminacion con bacterias resistentes de los alimentos minimamente
procesados de origen vegetal, donde encontramos sobre todo frutas y
verduras cortadas y envasadas para su consumo directo sin tratamiento
térmico (Bansal et al., 2015), se produce principalmente durante la produccién
agricola (Verraes et al., 2013). Durante esta primera etapa el cultivo entra en
contacto con bacterias del suelo, que se consideran un importante reservorio
de genes de resistencia (D’Costa et al., 2006), en parte debido al empleo de
abundantes pesticidas (Rangasamy et al., 2018), asi como con bacterias de
origen fecal presentes en el estiércol utilizado como fertilizante (Marti et al.,
2013) y bacterias presentes en el agua de riego (Baquero et al., 2008).

En cuanto a la contaminacion de los alimentos minimamente procesados
de origen animal, el principal problema reside en el empleo de antibidticos en
los animales vivos y la seleccion de bacterias resistentes a nivel intestinal.
Durante el procesado de las canales en el matadero, la evisceracion de los
peces o la extraccion de la leche, el alimento puede contaminarse con
bacterias de origen fecal portadoras de genes de resistencia (CDC, 2020).

La contaminacion con bacterias resistentes de los alimentos minimamente
procesados puede producirse también en fases posteriores, durante su
procesado, almacenamiento, distribucion y manipulacion final por parte del
consumidor (Capozzi et al., 2009). Procedimientos de limpieza y desinfeccion
inadecuados, que no retiran el exceso de materia organica, emplean
productos almacenados de manera incorrecta o0 no son eficaces en la
eliminacion de biofilms, pueden resultar en la exposicion de las bacterias
presentes en las superficies tratadas a concentraciones subletales de biocidas
y, por tanto, aumentan considerablemente el riesgo de contaminacion de los
alimentos minimamente procesados con bacterias que han desarrollado
mecanismos de resistencia frente a diferentes antimicrobianos, incluyendo
diversos antibioticos (Walsh y Fanning, 2008).

Desde el punto de vista de la propagacion de las resistencias preocupa
tanto la contaminacion con bacterias patégenas, que suponen un riesgo
directo para la salud de los consumidores, como la contaminacién con
bacterias comensales (Verraes et al., 2013).

Las bacterias comensales resistentes constituyen un riesgo indirecto para
la salud publica, que no debe ser minusvalorado, y es que con frecuencia son
portadoras de genes de resistencia que pueden transferir a otras bacterias
potencialmente patdgenas con las que cohabiten en el alimento durante las
distintas fases del procesado o a bacterias patdégenas presentes en el
intestino, una vez ingeridas con el alimento (Verraes et al., 2013; Liu et al.,
2016). Se sabe, por ejemplo, que E.coli, presente en muchos alimentos y uno
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de los habitantes mayoritarios de la microbiota intestinal, puede portar genes
productores de (B-lactamasas de espectro extendido en elementos genéticos
moviles transferibles (Thomson y Smith Moland, 2000).

Las bacterias responsables de enfermedades de transmision alimentaria
gue son resistentes a uno o mas antibiéticos se asocian a un mayor riesgo de
infecciones invasivas, mayor numero de hospitalizaciones y mayor mortalidad
(Mglbak, 2005). Esto se debe, en primer lugar, a la dificultad de encontrar
tratamientos eficaces frente a estos microorganismos, pudiendo incluso dar
una ventaja competitiva a estas bacterias al aplicar de forma empirica
antibidticos frente a los que son resistentes (Verraes et al., 2013). Ademas,
existen evidencias crecientes de que la resistencia a antibiéticos se asocia en
algunos casos a una mayor virulencia, probablemente debida a fenébmenos de
co-seleccion de genes de resistencia y de virulencia localizados en los mismos
plasmidos (Boerlin y White, 2013) o a que la expresion de ciertos genes de
virulencia y de resistencia en las bacterias dependa de las mismas regiones
reguladoras del ADN (Fluit, 2005).

Los alimentos minimamente procesados se ven facilmente contaminados
por patogenos de transmision alimentaria a lo largo de su produccion y
procesado (Capozzi etal., 2009). A pesar de que los patégenos para el
hombre generalmente estan adaptados a vivir en el intestino de animales
vertebrados, se ha observado que bacterias patégenas como Salmonella o
E.coli O157:H7 son capaces de sobrevivir y proliferar con facilidad en
vegetales (Shaw et al., 2008; Lynch et al., 2009). También se han identificado
las ensaladas de frutas y verduras como uno de los principales vehiculos de
transmision de Campylobacter spp. (Hussain et al., 2007). Dentro de los
alimentos minimamente procesados, las frutas, verduras y hortalizas se ven
frecuentemente implicadas en brotes alimentarios por diversos motivos, entre
los que cabe destacar: el aumento de su consumo a nivel mundial, la
aplicacion de tratamientos fisicos como el pelado y troceado, que eliminan la
proteccion de la cubierta vegetal y provocan la salida de nutrientes al exterior,
facilitando el crecimiento microbiano, y la distancia cada vez mayor que
recorren estos productos desde el lugar de produccién al punto de
distribucion, aumentando la probabilidad de contaminacion y proliferacion de
microorganismos patégenos (AECOSAN, 2012). Salmonella spp. es el
patdgeno responsable de la mayoria de brotes asociados a frutas y verduras.
Cepas de E.coli 0157:H7, tradicionalmente asociado a la carne de vacuno, y
otros E.coli enterohemorragicos, han ocasionado en las ultimas décadas
varios brotes importantes donde los alimentos implicados eran vegetales
minimamente procesados, como bolsas de hojas de espinaca, lechuga y
semillas germinadas (Capozzi et al., 2009).

Tanto en productos vegetales como en productos animales listos para el
consumo, incluyendo aquellos alimentos conservados mediante técnicas
tradicionales como la fermentacion, la adicion de sal, el secado o el ahumado,
un patébgeno que encontramos con relativa frecuencia es Listeria
monocytogenes (FAO/WHO, 2004; Capozzi et al., 2009). Su capacidad para
crecer a temperaturas de refrigeracion, que son el elemento mas importante
en la conservacion de muchos alimentos minimamente procesados
(Mukhopadhyay y Gorris, 2014), su elevada osmotolerancia y la capacidad de
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adaptarse y proliferar en condiciones ambientales adversas (pH é&cido, alta
concentracion de sal, microaerofilia, altas concentraciones de COo,
etc.)(Bucur et al., 2018), la convierten en uno de los peligros microbiol6gicos
mas importantes en este grupo de alimentos (Verraes et al., 2013).

Cualquier alimento puede contaminarse a lo largo de la cadena alimentaria
con bacterias potencialmente portadoras de genes de resistencia, pero en los
alimentos minimamente procesados, a  diferencia de los alimentos
esterilizados a altas temperaturas, persiste una parte importante de la
microbiota contaminante en el producto final (Mukhopadhyay y Gorris, 2014).
Ademas, las bacterias sometidas a tratamientos subletales incrementan su
resistencia a otros factores de estrés, fenbmeno que se conoce como
proteccién cruzada, disminuyendo la eficacia bactericida o bacteriostatica de
los sucesivos tratamientos que se apliquen al alimento como parte de la
tecnologia de obstaculos y aumentando la probabilidad de que las bacterias
lleguen viables al consumidor final (Johnson, 2002). Esta proteccién cruzada
se ha observado en numerosas experiencias con patdégenos de transmision
alimentaria. Listeria monocytogenes, por ejemplo, demostr0 ser mas
resistente a las altas temperaturas tras exponerse a altas concentraciones de
sal (Skandamis et al., 2008) y E.coli inoculado en lechuga cortada aumenté la
expresion de genes de tolerancia a los ambientes acidos, como el gastrico, al
combinarse el efecto de un abuso térmico durante su almacenamiento
(temperaturas iguales o superiores a 15°C) con el envasado en atmosfera
modificada (Chua et al., 2008).

Tratamientos tecnoldgicos subletales en la preservacion de alimentos
minimamente procesados

En la preservacion de los alimentos minimamente procesados se
combinan varios tratamientos barrera (Mukhopadhyay y Gorris, 2014), cuyo
propdésito puede ser: impedir fisicamente el acceso de los microorganismos
(por ejemplo mediante un envase), generar un ambiente inadecuado para su
crecimiento (por ejemplo mediante la refrigeracién, las atmdsferas
modificadas o técnicas tradicionales de conservacion de alimentos como el
salado o el ahumado) o inactivarlos (por ejemplo mediante la
descontaminacion con biocidas o mediante tecnologias emergentes de
inactivacién sin calor como los pulsos de luz) (Alzamora et al., 2015).

Como ya se ha comentado, todas estas tecnologias tienen sus limitaciones
y, aunque la combinacién de varias de ellas puede tener un efecto sinérgico
sobre la estabilidad microbiolégica de los alimentos (Leistner, 2000), preocupa
su capacidad para promover respuestas adaptativas en las bacterias
supervivientes, sobre todo cuando se aplican a dosis bajas (Rajkovic et al.,
2010). Estas respuestas adaptativas pueden producirse a nivel fenotipico o
genotipico (McMahon, Xu, et al., 2007) y con frecuencia estan mediadas por
la activacion del mecanismo de respuesta SOS (Poole, 2012).

A nivel fenotipico, la exposicion a condiciones de estrés puede inducir
cambios en la expresion genética, promoviendo la expresion de secuencias
normalmente silenciadas y previniendo la expresion de otras (Felden y
Cattoira, 2018). Algunos de los cambios fenotipicos en las bacterias
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estresadas que pueden aumentar su resistencia a diversos factores de estrés
(Lado y Yousef, 2002), incluyendo los antibiéticos, son: la produccion de
proteinas de choque, que protegen estructuras vulnerables de la bacteria
(McMahon, Xu, et al., 2007), el aumento en la expresion de bombas de eflujo
de amplio espectro (Felden y Cattoira, 2018), o la detencién del crecimiento,
gue a pesar de ser el objetivo perseguido por las tecnologias de preservacion
de alimentos, permite a las bacterias resistir la accion de aquellos antibiéticos
como los beta-lactamicos que solo actian sobre células en crecimiento (Miller
etal.,, 2004). A aquellas subpoblaciones de crecimiento mas lento o
practicamente inexistente dentro de una poblacién se les llama “persistentes”
y se les ha atribuido la gran resistencia que presentan las bacterias sésiles de
los biofilms a los antimicrobianos (Poole, 2012). Estos cambios a nivel
fenotipico, que son tan importantes para la supervivencia de las poblaciones
microbianas y que ponen en riesgo la eficacia de los tratamientos aplicados a
los alimentos minimamente procesados, no tienen, sin embargo, una gran
importancia en la emergencia y diseminacion de cepas resistentes a los
antibidticos, ya que se trata de modificaciones temporales, que revierten una
vez desaparece el factor estresante (McDowell, 2004).

Ademas de inducir cambios fenotipicos, las condiciones de estrés que
concurren en el procesado de alimentos pueden aumentar la plasticidad
genética de las bacterias y con ello la probabilidad de que adquieran
determinantes de resistencia a antibioticos (Galhardo etal., 2007). En
condiciones ambientales adversas se produce en las bacterias un incremento
importante en la tasa de mutaciones, al tiempo que se suprimen los
mecanismos de revision y reparacion del ADN, aumenta el nimero de copias
de plasmidos (McMahon, Xu, et al., 2007), la tasa de transferencia horizontal
de estos y otros elementos genéticos moviles (McMahon, Blair, et al., 2007) y
la captacion de genes y recombinacion genética mediada por la activacion de
los integrones (Guerin et al., 2009). Estos cambios a nivel genético perduran
una vez desaparecen las condiciones de estrés y contribuyen de manera
significativa al desarrollo y la diseminacion de las resistencias antibiéticas en
patdgenos de transmision alimentaria (McDowell, 2004).

El propdsito de este trabajo no es hacer un analisis exhaustivo de los
efectos de todos y cada uno de los tratamientos que se aplican a los alimentos
minimamente procesados sobre la susceptibilidad a los antibioticos de las
bacterias, sino que nos centraremos en algunas de las tecnologias mas
habituales y analizaremos los posibles mecanismos de adquisicion de
resistencia desencadenados por estas a través de algunos estudios en la
materia.

TECNICAS TRADICIONALES DE PRESERVACION DE ALIMENTOS

La base de muchas de las tecnologias barrera que se emplean hoy en dia en
la conservacién de los alimentos minimamente procesados siguen siendo
agentes de preservacion tradicionales como el frio, el calor, el estrés
osmotico, la reduccion de la actividad de agua, la acidificacion del medio o la
competencia microbiana (Alzamora et al., 2015). La combinacién de varios de
estos factores de estrés ambiental, fuera de los rangos de crecimiento 6ptimo
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de las bacterias presentes en el alimento, tiene el proposito de reducir o
prevenir su crecimiento, prolongado la fase de latencia de los
microorganismos (McMahon, Xu, et al., 2007). La industria alimentaria junto
con la comunidad cientifica han conseguido optimizar estas técnicas de
conservacion tradicionales para proveer alimentos seguros, al tiempo que se
mantiene su calidad sensorial y nutricional (Alzamora et al., 2015). El principal
problema de estas técnicas, en su mayoria bacteriostaticas, reside en que la
falta de crecimiento no implica ausencia de actividad metabdlica y genética en
las bacterias (Poole, 2012). Hemos asumido que el crecimiento exponencial
es el estado natural de las bacterias cuando en realidad, la mayor parte del
tiempo, existen en condiciones ambientales adversas, realizando cambios
fenotipicos y genéticos para que todas o algunas de las lineas clonales fruto
de esta divergencia adquiera las herramientas que les permitan crecer o
sobrevivir mejor (McDowell, 2004).

La adquisicion de resistencia a diversos antibidticos en patégenos de
transmision alimentaria expuestos a condiciones de estrés subletales
habituales en los tratamientos de preservacion tradicionales de los alimentos,
se ha demostrado en numerosas ocasiones (Al-Nabulsi et al., 2011; Ganjian
et al., 2012). En un estudio realizado con cepas de E.coli, Salmonella enterica
y S.aureus, se observd que al exponerlas medios &acidos o altas
concentraciones de sal su resistencia a varios antibioticos se multiplicaba por
cuatro. Este incremento en la resistencia en S.enterica desaparecia al retirar
el factor de estrés, indicando que se trataba de cambios fenotipicos
transitorios, mientras que en E.coli y S.aureus se mantenia (McMahon, Xu,
et al., 2007). En cuanto a los mecanismos subyacentes a este incremento en
la resistencia, un estudio posterior del mismo grupo de investigacion demostré
gue bajo las condiciones de estrés anteriormente mencionadas aumentaba la
transferencia horizontal de plasmidos portadores de diversos genes de
resistencia entre cepas de E.coli y entre E.coli y Salmonella Typhimurium
(McMahon, Blair, et al., 2007).

APLICACION DE PRODUCTOS ANTIMICROBIANOS

Estas sustancias se emplean sobre los alimentos minimamente
procesados, complementariamente a otras técnicas, para contribuir a la
inactivaciéon de los microorganismos presentes en el alimento o a controlar su
crecimiento (Alzamora et al., 2015). Pueden utilizarse en la descontaminacion
superficial de productos frescos, tanto vegetales como animales; incorporarse
al alimento como aditivos (Capita Gonzalez, 2013) o formar parte del material
del envase, permitiendo una liberacion controlada y sostenida en el tiempo del
antimicrobiano hacia la superficie del alimento (Quintavalla y Vicini, 2002).
Estos agentes antimicrobianos, sobre todo cuando se aplican a dosis sub-
inhibitorias, incrementan el riesgo de expresion y diseminacion de resistencias
antibidticas (SCENIHR, 2009) a través de los siguientes mecanismos: la
seleccidon de bacterias que expresan mecanismos de resistencia a biocidas,
tales como bombas de eflujo o cambios en la permeabilidad de la membrana
celular, que también confieren resistencia a algunos antibiéticos (Potenski
et al., 2003; Tkachenko et al., 2007); el aumento de la tasa de mutagénesis,
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el intercambio genético y la activacion de integrones en respuesta al estrés
gue sufren las bacterias en presencia de biocidas (Guerin et al., 2009; Wales
y Davies, 2015); la co-seleccion de genes de resistencia a antibiéticos por
encontrarse fisicamente ligados a genes de resistencia a biocidas en los
mismos elementos genéticos moviles y transferirse y expresarse
conjuntamente (Sidhu et al., 2002) y la seleccidén de bacterias naturalmente
resistentes a determinados biocidas y antibiéticos por sus caracteristicas
estructurales (Capita y Alonso-Calleja, 2013). Numerosos estudios han puesto
de manifiesto el efecto de los antimicrobianos de uso alimentario sobre la
resistencia in vitro de las bacterias a los antibiéticos. Un estudio realizado con
E.coli demostr6 que su exposicibn a concentraciones subinhibitorias de
fosfato trisédico, un biocida de uso habitual en la descontaminacion superficial
de carnes y vegetales, y nitrito sédico, utilizado como aditivo alimentario para
controlar el crecimiento microbiano, disminuyd significativamente la
susceptibilidad in vitro a varios antibiéticos aminoglucésidos, cefalosporinas y
guinolonas (Capita et al., 2014). Un estudio similar realizado con Salmonella
entérica demostré que una sola exposicion a concentraciones sub-inhibitorias
de nitrito sodico y otros aditivos alimentarios como el benzoato o el acido
acético aumentaban la resistencia de esta bacteria a multiples antibioticos del
grupo de las tetraciclinas y las quinolonas (Potenski et al., 2003). Estos
hallazgos tienen importantes implicaciones para la seguridad alimentaria y
enfatizan la necesidad de monitorizar que los agentes antimicrobianos se
utilicen en concentraciones adecuadas para inactivar los microorganismos
patdgenos y evitar la seleccion de cepas resistentes a antibioticos (Capita y
Alonso-Calleja, 2013).

Esta preocupacion se hace extensible al empleo de antimicrobianos como
la nisina o las lisozimas en los envases de los alimentos minimamente
procesados. Si bien los envases liberadores de antimicrobianos han
demostrado tener efectos muy positivos en el control del crecimiento
microbiano en diversos productos (Kim et al., 2002; Duan et al., 2007), cabe
la posibilidad de que estos antimicrobianos actien también como agentes de
seleccidn de bacterias resistentes al interaccionar con el alimento (Quintavalla
y Vicini, 2002). Los envases liberadores de antimicrobianos incorporan un
factor de incertidumbre importante con respecto al uso de antimicrobianos
directamente sobre el alimento y es la dificultad de predecir, en las
condiciones reales de almacenamiento y transporte y para el alimento en
cuestion, la concentracion de antimicrobiano presente en el producto a lo largo
de toda su vida comercial, pudiendo encontrarse en determinados momentos
a concentraciones sub-inhibitorias (Han, 2003).

ENVASADO EN ATMOSFERA MODIFICADA

El envasado en atmdsferas modificadas es, junto con la refrigeracion, una
de las tecnologias de preservacion mas empleadas en los alimentos
minimamente procesados (Mukhopadhyay y Gorris, 2014), donde, ademas de
servir al propésito de inhibir el crecimiento microbiano mediante
concentraciones elevadas de CO: y baja disponibilidad de oxigeno, permite
disminuir la tasa respiratoria de los productos vegetales y retrasar la
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senescencia (Rico etal., 2007). EI CO2 inhibe el crecimiento de los
microorganismos a traveés de cuatro mecanismos: inactivacion de enzimas
implicadas en el metabolismo celular, represion de carboxilasas y
descarboxilasas, alteracion de la membrana celular y acidificacion del pH
intracelular (Dixon y Kell, 1989). El grado de inhibicion depende de la
concentracion de CO:z en la atmdsfera de envasado, de la sensibilidad del
microorganismo en cuestion, del tipo de alimento y de su aplicacion conjunta
con otras tecnologias barrera (Capozzi et al., 2009).

La exposicion a COg, al igual que otros factores de estrés ambiental aplicados
a dosis subletales, puede inducir cambios fenotipicos y genotipicos en las
bacterias, contribuyendo a la emergencia y diseminacion de las resistencias
antibidticas (McDowell, 2004). Un estudio reciente demostrd que la exposicion
a altas concentraciones de CO: inducia en E.coli la activacion de la respuesta
SOS y aumentaba la transferencia horizontal mediante transformacion de un
plasmido portador de genes de resistencia a ampicilina. Este incremento en
la transformacion se deberia a un aumento en los canales disponibles para la
captacion de ADN libre del medio debido a los dafios ocasionados por el CO2
en la membrana celular (Liao, Chen, et al., 2019). Otro estudio revel6 que la
exposicion a altas concentraciones de CO. aumentaba la transferencia
horizontal de genes de resistencia entre bacterias mediante conjugacion
plasmidica al facilitar el contacto estrecho entre células por un aumento de la
hidrofobicidad y un descenso de la carga de la membrana celular (Liao,
Huang, et al., 2019). A pesar de estas experiencias in vitro, aun no se dispone
de datos concluyentes sobre el papel de las atmésferas modificadas en la
transferencia de genes de resistencia en los alimentos. En un estudio reciente
con Listeria monocytogenes cultivada sobre jamoén cocido se observo que el
ratio de transferencia plasmidica entre bacterias era superior en una
atmosfera modificada con 50-100% de CO: que en presencia de aire, si bien
la diferencia no resulté estadisticamente significativa (Van Meervenne et al.,
2015).

NUEVAS TECNOLOGIAS DE INACTIVACION NO TERMICAS

Las tecnologias tradicionales de preservacion de alimentos, anteriormente
comentadas, tienen la ventaja de contar con afios de perfeccionamiento que
hacen que su funcionamiento esté bien establecido, sean econémicamente
rentables y nos garanticen un nivel de seguridad microbioldgica satisfactorio
(Rodrigo etal., 2010). Sin embargo, y a pesar de no emplear altas
temperaturas que alteren sustancialmente la calidad del producto, si modifican
el sabor, la textura y otras caracteristicas propias de los productos frescos
(Niakousari et al., 2018). En este contexto emergen nuevas tecnologias de
procesado cuyo objetivo es garantizar la seguridad microbiolégica pero
manteniendo en gran medida las propiedades del producto fresco (Rodrigo
et al., 2010).

Estas tecnologias emergentes en el procesado minimo de alimentos son:
la irradiacién, las altas presiones hidrostaticas, los campos eléctricos
pulsados, la luz UV, la luz blanca pulsada, las microondas, los campos
magneéticos oscilantes y los ultrasonidos de alta intensidad. Todas estas
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tecnologias han probado tener buenos resultados en la inactivacion de
microorganismos y enzimas (Allende etal., 2006; Bansal etal.,, 2015).
Destacan, por la gran cantidad de estudios cientificos publicados y las
posibles aplicaciones industriales, las altas presiones hidrostaticas y los
campos eléctricos pulsados (Rodrigo et al., 2010).

Los mecanismos de inactivacion bacteriana de las diferentes tecnologias
no se conocen completamente (Rajkovic et al., 2010). En el caso de las altas
presiones, cuyo uso se ha extendido en la descontaminacion de productos
listos para el consumo, como embutidos loncheados, productos vegetales y
mariscos, parece estar relacionado con la alteracién de la membrana celular,
que resultaria en cambios en la permeabilidad y el intercambio ionico, y la
inactivacion de enzimas vitales para la supervivencia y replicacion celular
(Rodrigo et al., 2010). En cuanto a los campos eléctricos pulsados, su
mecanismo principal de inactivacion parece ser también la distorsion de la
membrana celular, con formacion de poros, alteracién de la permeabilidad y
eventual rotura (Rajkovic et al., 2010). La luz ultravioleta, los pulsos de luz o
la radiacion gamma, que han demostrado reducir significativamente la carga
microbiana de frutas y vegetales minimamente procesados sin afectar a su
calidad sensorial cuando se aplican a dosis bajas, ejercen sobre las bacterias
un efecto fotoquimico, provocando dafios directos e indirectos sobre el ADN,
desnaturalizacion de las proteinas y alteracion de estructuras celulares
(Allende et al., 2006).

Si bien las nuevas tecnologias de procesado tienen grandes ventajas
desde el punto de vista nutricional y organoléptico, no estan exentas de
riesgos para la seguridad alimentaria, que derivan del amplio rango en que se
mueve la respuesta individual de las bacterias a los tratamientos (Rodrigo
et al., 2010). Mientras que muchas de las bacterias mueren, otras bacterias
sobreviven y una proporcion de las que sobreviven resultan dafiadas de forma
subletal (Davidson y Harrison, 2002). Estas Ultimas pueden pasar
desapercibidas en los analisis microbiolégicos que se realizan durante la
produccion del alimento, al ser incapaces de crecer en los medios de cultivo
empleados para su deteccion, y posteriormente reactivar su crecimiento
gracias a mecanismos de reparacion celular (Wesche et al., 2009). Estos
microorganismos, a los que se denomina microorganismos viables no
cultivables, requieren de técnicas moleculares para su deteccion (Li et al.,
2014).

Los dafios a nivel del ADN y la detencién del crecimiento en las bacterias
dafadas subletalmente inducen la activacion del mecanismo de respuesta
SOS, cuyo detonante es la presencia de ADN monocatenario (van der Veen 'y
Abee, 2011). ElI mecanismo de respuesta SOS, ademas de ser clave en la
reparacion del ADN, permite a las bacterias adaptarse a factores de estrés
ambiental a través de la reorganizacion y regulacion de la expresion génica,
el aumento de la mutagénesis y del intercambio horizontal de elementos
genéticos moviles, que pueden portar varios genes de resistencia (Baharoglu
y Mazel, 2014). Ademas de promover la emergencia de bacterias resistentes
a multiples factores adversos, incluyendo los antibiéticos, el mecanismo de
respuesta SOS se ha asociado a un incremento de la virulencia, puesto que
regula la expresion de determinados genes de virulencia (Kimsey y Waldor,
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2009) y puede favorecer la transferencia horizontal de aquellos genes de
virulencia localizados en elementos genéticos moviles (Ubeda et al., 2005).

Por otro lado, los dafios a nivel de la membrana celular, que resultan de la
aplicacion de algunas de estas tecnologias de procesado (Rajkovic et al.,
2010), pueden favorecer la transferencia horizontal de genes mediante
transformacioén, al aumentar la capacidad de las bacterias para captar ADN
libre del medio (Rodrigo et al., 2010). Asi se observé, por ejemplo, en una
experiencia con células de E.coli, que tras la aplicacion de un campo eléctrico
pulsado, adquirieron mediante transformacion un plasmido con genes de
resistencia a ampicilina (Rivas et al., 2013).

CONCLUSIONES

El rapido incremento de la prevalencia de bacterias resistentes a los
antibidticos, y sobre todo de bacterias multirresistentes, es una amenaza a la
salud publica de escala global. La cadena alimentaria desempefia un papel
importante en la seleccion y diseminacion de las resistencias antibitticas. Se
sabe desde hace décadas que el empleo de antibidticos en el tratamiento de
las enfermedades del ganado y como promotores del crecimiento ha
acelerado la seleccion de bacterias resistentes a estos y facilitado su
transmision al ser humano a través del consumo de alimentos contaminados.
Mas recientemente, la comunidad cientifica ha comenzado a alertar del riesgo
de seleccion de bacterias resistentes asociado a la utilizacion en la produccién
de alimentos de grandes cantidades de biocidas, capaces de inducir
resistencia a otros antimicrobianos, y al creciente empleo de técnicas de
procesado mas suaves, normalmente bacteriostaticas, en respuesta a la
demanda de los consumidores de alimentos sanos, convenientes y con una
calidad equiparable al producto fresco.

Los alimentos minimamente procesados pueden ser portadores de
bacterias resistentes a los antibioticos con capacidad de producir enfermedad
en el consumidor o de transferir determinantes de resistencia a patégenos que
habitan en nuestro intestino. Al examinar el impacto de las tecnologias de
procesado que se emplean en estos alimentos sobre la actividad metabdlica
y genética de las bacterias resulta evidente que, si bien estas técnicas
consiguen reducir y mantener la carga microbiana presente en el alimento a
niveles satisfactorios, también contribuyen a crear un ambiente idéneo para el
desarrollo y diseminacion de las resistencias antibioticas.

Si queremos seguir disponiendo de antibiéticos eficaces en un futuro, es
imperativo que tomemos medidas para evitar la propagaciéon de las
resistencias antibiéticas. El uso de los antibiéticos ya estd cambiando de
forma radical y cada vez son mas los paises que prohiben su administraciéon
al ganado como promotores de crecimiento. Se hace necesario implementar
cambios igualmente radicales en la forma de procesar y conservar los
alimentos, de forma que no solo se garantice su estabilidad microbiolégica y
la ausencia de patdgenos, sino que también se prevenga la seleccion y
propagacion de las resistencias antibiéticas y la transmision de bacterias
resistentes a traves de la cadena alimentaria.
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