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RESUMEN

ESTUDIO DE LA CALIDAD Y PRESENCIA DE BACTERIAS RESISTENTES A ANTIBIOTICOS EN
CARNES DE CONSUMO DE COMERCIOS DE VALENCIA.

La resistencia a los antimicrobianos es un gran problema a nivel mundial; cada afo, miles
de personas mueren por enfermedades ocasionadas por bacterias multirresistentes en
el mundo. Para 2050, se estima que el nimero de muertes podria llegar a 10 millones
de personas al afio, es por ello que se hace necesaria una vigilancia epidemioldgica de
estas resistencias. Una de las estrategias para abordar esta problematica es el enfoque
global de One Health que se ha adoptado en los ultimos afios.

Los microorganismos han desarrollado una gran variedad de mecanismos para evitar la
accién de los antibidticos, lo que limita la eficacia de los tratamientos y aumenta el
riesgo de infecciones, suponiendo un riesgo de Salud Publica.

En el presente estudio se han analizado muestras de carne de cerdo y pollo con la
finalidad de detectar resistencias a antimicrobianos betalactamicos y carbapenemes. Asi
mismos se ha estudiado la calidad de estas y se ha analizado la presencia de patdgenos
como Salmonella spp. utilizando la Norma UNE-EN ISO 6579-1:2017. En 4 de las 30
muestras analizadas presentaron alguna cepa de Salmonella spp. Otro potencial
patégeno aislado fue E. coli, encontrandose en 11 de las 30 muestras analizadas.

En cuanto a las resistencias fenotipicas se analizaron por separado las presentes en el
pollo y en el cerdo. En ambos tipos de carne la resistencia a la Amoxicilina fue la mas
destacable, con un valor de 94,4% y 84,6% respectivamente, seguida del Acido Nalidixico
en el cerdo con un 44,4% y de la Ampicilina en el pollo, con un 84,6%. Se encontraron 7
cepas multirresistentes, correspondientes a las bacterias E. coli (2), Serratia odorifera
(3), Serratia fonticola y Enterobacter cloacae.

Es esencial abordar el problema de las resistencias antibiéticas desde una perspectiva
amplia y coordinada, y una solucién es la aplicaciéon de los Objetivos de Desarrollo
Sostenible (ODS). Aquellos ODS relacionados con la resistencia antimicrobiana son el fin
de la pobreza, hambre cero, salud y bienestar, agua limpia y saneamiento, trabajo
decente y crecimiento econdmico, produccién y consumo responsables, y por ultimo,
alianzas para lograr objetivos.

Palabras clave: antibidtico, betalactamicos, carbapenemes, calidad, carne, patdgeno,
resistencia, y objetivos de desarrollo sostenible.
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ABSTRACT

STUDY OF THE QUALITY AND PRESENCE OF ANTIBIOTIC-RESISTANT BACTERIA IN
CONSUMER MEATS FROM SHOPS IN VALENCIA.

Antimicrobial resistance is a major global problem; every year, thousands of people die
from diseases caused by multidrug-resistant bacteria worldwide. By 2050, it is estimated
that the number of deaths could reach 10 million people per year, which is why
epidemiological surveillance of antimicrobial resistance is needed. One of the strategies
to address this problem is the One Health global approach that has been adopted in
recent years.

Microorganisms have developed a wide variety of mechanisms to avoid the action of
antibiotics, which limits the efficacy of treatments and increases the risk of infections,
posing a public health risk.

In this work, the study of the food chain has been considered as part of this surveillance,
specifically in consumer meats in which there are several routes of direct and indirect
contact between resistant bacteria found in animals and the human population, which
represents a threat to health.

In this study, samples of pork and chicken meat are analysed to detect resistance to
beta-lactam antimicrobials and carbapenems. The quality of the samples was also
studied and the presence of pathogens such as Salmonella spp. was analysed using the
UNE-EN ISO 6579-1:2017 standard. 4 of the 30 samples analysed had some strain of
Salmonella spp. Another pathogen isolated was E. coli, which was found in 11 of 30
samples analysed.

As for phenotypic resistances, those present in chicken and pork were analyzed
separately. In both types of meat, resistance to Amoxicillin was the most outstanding,
with a value of 94.4% and 84.6% respectively, followed by Nalidixic Acid in pork with
44.4% and Ampicillin in chicken, with 84.6%. Seven multiresistant strains were found,
corresponding to E. coli (2), Serratia odorifera (3), Serratia fonticola and Enterobacter
cloacae.

It is essential to address the antibiotic resistance problem from a comprehensive and
coordinated perspective, and one solution is the implementation of the Sustainable
Development Goals (SDGs). Those SDGs related to antimicrobial resistance are the end
of poverty, zero hunger, health and well-being, clean water and sanitation, decent work
and economic growth, responsible production and consumption, and finally,
partnerships to achieve goals.

Keywords: antibiotic, beta-lactams, carbapenems, pathogen, quality, meat, resistance
and Sustainable Development Goals.
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RESUM

ESTUDI DE LA QUALITAT | PRESENCIA DE BACTERIS RESISTENTS A ANTIBIOTICS EN
CARNS DE CONSUM DE COMERGOS DE VALENCIA.

La resisténcia als antimicrobians és un gran problema a nivell mundial; cada any, milers
de persones moren per malalties ocasionades per bacteris multiresistents en el mén.
Per a 2050, s'estima que el nombre de morts podria arribar a 10 milions de persones a
I'any, és per aix0 que es fa necessaria una vigilancia epidemiologica d'aquestes
resisténcies. Una de les estratégies per a abordar aquesta problematica és I'enfocament
global de One Health que s'ha adoptat en els ultims anys.

Els microorganismes han desenvolupat una gran varietat de mecanismes per a evitar
I'accié dels antibiotics, la qual cosa limita I'eficacia dels tractaments i augmenta el risc
d'infeccions, suposant un risc de Salut Publica.

En el present estudi s'han analitzat mostres de carn de porc i pollastre amb la finalitat
de detectar resisténcies a antimicrobians betalactamicos i carbapenemes. Aixi mateixos
s'ha estudiat la qualitat d'aquestes i s'ha analitzat la preséncia de patdogens com a
Salmonella spp. utilitzant la Norma UNE-EN I1SO 6579-1:2017. En 4 de les 30 mostres
analitzades van presentar algun cep de Salmonella spp. Un altre potencial patogen aillat
va ser E. coli, trobant-se en 11 de les 30 mostres analitzades.

Quant a les resisténcies fenotipiques es van analitzar per separat les presents en el
pollastre i en el porc. En tots dos tipus de carn la resistencia a la Amoxicilina va ser la
més destacable, amb un valor de 94,4% i 84,6% respectivament, seguida de I'Acid
Nalidixico en el porc amb un 44,4% i de I'Ampicil-lina en el pollastre, amb un 84,6%. Es
van trobar 7 ceps multiresistents, corresponents als bacteris E. coli (2), Serratia odorifera
(3), Serratia fonticola i Enterobacter cloacae.

Es essencial abordar el problema de les resisténcies antibidtiques des d'una perspectiva
amplia i coordinada, i una solucié és l'aplicacié dels Objectius de Desenvolupament
Sostenible (ODS). Aquells ODS relacionats amb la resisténcia antimicrobiana soén la fi de
la pobresa, fam zero, salut i benestar, aigua neta i sanejament, treball decent i
creixement economic, produccié i consum responsables, i finalment, aliances per a
aconseguir objectius.

Paraules clau: antibiotic, betalactamicos, carbapenemes, qualitat, carn, patogen,
resisténcia, i objectius de desenvolupament sostenible.
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1. INTRODUCCION

1.1. Importancia del sector carnico en Espafia.

La industria cdrnica espafiola hoy en dia es la mas relevante, ocupando casi el 30% de todo el
sector alimentario y facturando mas de 31 millones de euros al afio. En Espafia hay alrededor
de unas 2800 empresas destinadas a la produccién de carne apta para consumo humano
(ANICE, 2022).

En al afio 2021, la industria de la carne de porcino alcanzé la cifra récord de 5,17 millones de
toneladas. Esto posiciona a este sector como el tercer mayor productor a nivel mundial, siendo
el principal productor de carne de porcino en Europa (ANICE, 2022).

Espana se posiciona como el segundo mayor productor europeo de carne de pollo, con el
11,8% de la produccién total y solo es superada por Reino Unido. La produccidn avicola ha
evolucionado hasta alcanzar una estabilizacién cercana al milldn de toneladas, con un leve
déficit de abastecimiento que se cubre mediante importaciones de otros paises. En Espaia, la
produccién de carne de pollo se situa principalmente en Cataluiia con casi un 30%, seguida
por la Comunidad Valenciana con un 17%. Ademas, es el tipo de carne mds consumida, seguida
del cerdo (MAPA, 2022).

Por otro lado, el sector del vacuno experimentd un aumento en su produccién, alcanzando las
714.000 toneladas, lo que representa un crecimiento del 5,4% en comparacién con el afio
2020. En cuanto al sector ovino y caprino, se registré un leve crecimiento del 1%, alcanzando
las 126.000 toneladas. A pesar de este ligero aumento, Espafia se ha convertido en el principal
productor europeo, con un 27,1% del total. En lo que respecta a la produccién de elaborados
carnicos, Espafia ocupa el cuarto lugar dentro de la Unién Europea, con una produccién anual
de mas de 1,4 millones de toneladas (Depares, 2022).

En cuanto a la carne consumida en Espafia, cada persona de media ingiere alrededor de 50
kilos de carne al afo. Este dato es preocupante porque la recomendacién de la OMS se situa
en 21 kilos de carne por persona al afio. En los ultimos afios ha aumentado el consumo de
carne debido a la pandemia y se ha producido en todas las zonas de Espafia por igual (Vasquez,
2022). La relacién entre la industria carnica y los antibidticos se debe de tener en cuenta por
los riesgos asociados con el desarrollo de resistencia bacteriana, la transferencia de bacterias
resistentes a los humanos, y el impacto en la salud publica y el medio ambiente. Es
fundamental promover practicas responsables en el uso de antibidticos en la produccion
animal, asi como fomentar medidas de control y vigilancia para mitigar el riesgo (ANICE, 2022).

1.2. Antibidticos betalactamicos y carbapenemes.
Los antibidticos son sustancias quimicas que presentan distintas propiedades
farmacocinéticas y farmacodinamicas que actlan especificamente en nuestro cuerpo. El
primer antibiético que se implemento fue el salvarsan en 1910, pero el descubrimiento de la
penicilina marcé el inicio del descubrimiento de muchos antibidticos de origen natural,
alcanzando su punto maximo en la década de los 50. Sin embargo, a partir de este punto, ha
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habido una disminucion progresiva en el hallazgo y desarrollo de nuevos antibidticos. Ademas,
la evolucién de la resistencia a los medicamentos en muchos patégenos que afectan a los seres
humanos ha dado lugar a la actual problematica de resistencia antimicrobiana (Hutchings et
al., 2019).

Los antibidticos betalactamicos, como su nombre indica, estan formados por un anillo B-
lactamico que es heterociclico y lo componen tres atomos de carbono y un atomo de
nitrégeno. Su funcién farmacocinética, antimicrobiana y toxicidad depende de las
propiedades de los radicales, destacando las cadenas laterales complementarias que son las
que mas influyen (Gomez et al., 2015).

Estos antibidticos actian mediante dos tipos de mecanismos: inhibiendo la sintesis de las
paredes bacterianas y produciendo la autélisis de las bacterias. Las paredes bacterianas estan
por encima de la membrana citoplasmatica y estan compuestas de un copolimero. En las
bacterias gramnegativas la pared celular se ve delgada y su membrana interna presenta
menos peptidoglucano que las grampositivas, ademds de que la capa externa presenta
proteinas vy lipidos (Suarez y Gudiol, 2009).

Los antibidticos beta lactamicos tienen una capacidad bactericida muy rdpida y son muy
tolerantes, muy pocas personas son alérgicas a ellos. Ademads, apenas presentan toxicidad,
por lo que son unos de los antibidticos mas utilizados (Gémez et al., 2015).

Dentro del grupo de los antibidticos betalactdmicos encontramos distintas moléculas,
empezando por la penicilina, probablemente el fdrmaco mas conocido de todo el mundo.
Existen varios tipos de penicilina: las naturales, semisintéticas y las inhibidoras de
betalactamasas (Gomez et al., 2015).

La penicilina G es la mds importante de las penicilinas naturales, y esta se usa normalmente
contra bacterias que son grampositivas y contra cocos gramnegativos, pero no todos. Se usa
especialmente en tratamientos como la sifilis o infecciones por clostridios. Por otro lado, la
amoxicilina y la ampicilina son los farmacos mads representativos de las penicilinas
semisintéticas, y actian contra enterococos y algunos bacilos gramnegativos como E. coli o
Salmonella spp. En concreto, la ampicilina es empleada para tratar infecciones por bacterias
gramnegativas, como infecciones de orina, y otras como la sepsis biliar. Sin embargo, otras
penicilinas como la piperacilina y el tazobactam no inhiben con fiabilidad las betalactamasas
de espectro extendido, los carbapenemes, y las AmpC betalactamasas; éstas ultimas
producidas por cepas de Pseudomonas aeruginosa, Morganella spp, Citrobacter, Providencia,
Serratia spp y Enterobacter (Werth, 2023).

Las cefalosporinas son otra clase de betalactdmicos que provienen del acido 7-
aminocefalosporanico, que no se produce de forma natural y se ha modificado y ha dado lugar
hasta cinco generaciones diferentes de cefalosporinas. Su forma de actuar es inhibiendo la
sintesis de las paredes bacterianas, y se usan para tratar infecciones causadas por patégenos
tanto gramnegativos como positivos. Las cefalosporinas de primera generacion son mas
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eficaces contra microorganismos grampositivos y las generaciones posteriores presentan
espectro extendido frente a bacilos aerobios gramnegativos. Las cefalosporinas presentan
algunas limitaciones, como la falta de actividad contra enterococos, bacilos anaerobios
gramnegativos y estafilococos con resistencia a la meticilina (Werth, 2023).

También se encuentran los monobactamicos, concretamente el aztreonam, que es la Unica de
su clase que existe. Actlan interrumpiendo la sintesis de |la pared bacteriana de las bacterias
gramnegativas aerobias, y en menor medida, de las grampositivas. Se utiliza en tratamientos
como sustituto de los betalactamicos para los pacientes con alergias a estos ultimos. La
caracteristica Unica del aztreonam es que tiene un nucleo de un solo ciclo (Oiseth et al., 2022).

Otra clase de antibidtico betalactamico son los carbapenemes, diferenciados principalmente
por poseer un atomo de carbono en la posiciéon uno, de manera que sustituye al &tomo de
azufre que normalmente presentan otros betalactdmicos. Su espectro bactericida es el mas
amplio de todas las clases de betalactdmicos, pero no tienen efecto contra aquellas bacterias
que se reproducen intracelularmente, Salmonella spp. (Monge, 2013).

Para este estudio se ha utilizado el antibiético carbapenémico Imipenem, que es muy activo
contra las enterobacterias. Actua al igual que otros antibiéticos betalactdmicos, inhibiendo la
sintesis de la pared celular bacteriana (Chaudhry et al., 2019). Interfiere con la formacién de
enlaces cruzados de peptidoglicanos en la pared celular y esto conlleva a la lisis y muerte de
las bacterias. Sin embargo, el Imipenem es mas resistente a las enzimas betalactamasas
producidas por algunas bacterias que inactivan otros antibidticos betalactamicos, por lo que
se combina con cilastatina, inhibidora de deshidropeptidasa (Salmon-Rousseau et al., 2020).

1.3. Resistencia antimicrobiana.

Las bacterias para asegurar su supervivencia son capaces de resistir los efectos de los biocidas
y antibidticos ya sea por una propiedad natural o adquirida. Mediante la transferencia
horizontal de genes se adquieren las resistencias naturales. En este proceso se generan
plasmidos con genes de resistencia que aumentan la prevalencia de bacterias resistentes. El
uso inadecuado de los tratamientos con antibidticos corresponde con la resistencia adquirida.
(Giono-Cerezo et al., 2020).

Para abordar la amenaza que representa la resistencia antibidtica, se han de comprender los
factores que impulsan su desarrollo. Un factor crucial es el ciclo de replicacién bacteriana, que
posibilita la aparicién de nuevas mutaciones. Por ejemplo, una sola bacteria de S. aureus
puede replicarse hasta 10 generaciones en menos de 12 horas, generando aproximadamente
un millén de descendientes. En cada ciclo de replicacion existe la posibilidad de que aparezcan
mutaciones, lo que contribuye al desarrollo de factores genéticos asociados con la resistencia
antimicrobiana (Marston et al., 2016).

A parte del mecanismo de accion de los antibidticos betalactdmicos, existen otros tipos, como
la accién sobre la membrana citoplasmatica, inhibidores de la sintesis de acidos nucleicos,
inhibidores de la sintesis proteica o por accidn sobre las vias metabdlicas. Los antibidticos que
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influyen en la membrana plasmatica modifican su permeabilidad y salida de electrolitos,
alterando la composicion del medio intracelular y conllevando a la muerte de la bacteria. Los
inhibidores de la sintesis de dcidos nucleicos se unen a enzimas especificas involucradas en la
transcripciény replicacién del ADN, por lo que detienen el proceso. Los antibidticos que actian
mediante la inhibicién de la sintesis proteica lo hacen selectivamente debido a las diferencias
estructurales entre los ribosomas bacterianos y eucariotas. Los antibidticos se unen al
ribosoma e interfieren en la etapa de sintesis proteica, pudiendo inhibir el principio de la
transcripcién, bloguear la unién del ARNt con el ARNm o interferir en la traslocacién dentro
del ribosoma. Por ultimo, muchas bacterias usan la via metabdlica de sintesis de folatos para
producir purinas y que los acidos nucleicos no puedan obtener acido félico del exterior, por lo
que las bacterias no pueden replicarse ni crecer (Trevifio y Molina, 2022).

Por otra parte, las bacterias pueden presentar simultdneamente mds de un mecanismo de
resistencia a los antibidticos. Esto puede dar lugar a bacterias multirresistentes, bacterias con
resistencia extrema o bacterias panresistentes en antibidticos. Las bacterias multirresistentes
muestran resistencia a 3 o mas familias de antibidticos utilizados para tratar infecciones
producidas por un microorganismo concreto; las bacterias con resistencia extrema presentan
resistencia a casi todos los antibidticos, exceptuando uno o dos de las familias utilizadas vy, por
ultimo, las bacterias panresistentes son las que resisten a todos los antibidticos o familias
utilizadas para tratar las infecciones producidas (Becerra, 2021).

La innovacidn en la investigacion para desarrollar nuevos antibiéticos es una buena estrategia
para reducir el problema de las resistencias, pero el ritmo de introduccién de nuevos
antibiéticos ha disminuido considerablemente en comparaciéon con décadas anteriores. Por
ejemplo, desde finales de 2012 solo se han aprobado 5 nuevos antimicrobianos. Esta
desaceleracion también se ha observado en otro tipo de medicamentos que no son
antibidticos. El escaso niumero de nuevos antibidticos se debe a que las fuentes tradicionales
de estos productos ya han sido evaluadas exhaustivamente (Marston et al., 2016).

1.4. Resistencias antibioticas de enterobacterias, E. coli y Salmonella spp.

Se han identificado microorganismos resistentes a los antibidticos, como las enterobacterias
resistentes a betalactdmicos o carbapenemes, que representan una amenaza para la salud
global. Estas bacterias son capaces de persistir incluso en presencia de altas concentraciones
de antibidticos y han causado un aumento en la mortalidad por infecciones graves (Ashbolt et
al., 2013). Ademas, el ambiente hospitalario ha demostrado ser un reservorio importante para
estas bacterias resistentes, ya que existen estudios epidemioldgicos que han demostrado que
los hospitales albergan una gran variedad de bacterias con plasmidos resistentes a
carbapenemes y que pueden transferirse a enterobacterias (ECDC, 2019).

1.4.1. Resistencias microbianas en enterobacterias.

Acinetobacter baumannii es un microorganismo gramnegativo y sin flagelo que ha emergido
como una bacteria de gran importancia en el entorno hospitalario debido a su capacidad
oportunista. Esta cepa bacteriana es responsable de una amplia gama de manifestaciones
clinicas y se ha vuelto cada vez mas resistente a varios grupos de antibidticos, lo que complica
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el tratamiento de las infecciones causadas por ella. Aunque en la década de los setenta, las
cepas de esta bacteria solian ser sensibles a la mayoria de los antibidticos disponibles,
incluidos los betalactdmicos, en tiempos recientes, se ha observado un preocupante aumento
en la prevalencia de su multirresistencia (Vanegas et al., 2014).

Serratia odorifera es una bacteria gramnegativa, anaerobia facultativa, con forma de bacilo
que tiende a colonizar los tractos tanto gastrointestinales, como respiratorios y urinarios. Este
tipo de cepa raramente causa infecciones. Se suele encontrar en suelos y es capaz de emitir
gran cantidad de compuestos volatiles (Kai et al., 2010).

Serratia ficaria presenta las mismas caracteristicas que la anterior bacteria, y en este caso hay
estudios que afirman que el papel como patégeno de Serratia ficaria es cuestionable, de 385
pacientes enfermos de la vesicula biliar, solamente uno de ellos enfermd a causa de esta
bacteria (Anahory et al., 1998).

Enterobacter aerogenes es una bacteria gramnegativa, anaerobia facultativa, con forma de
bastéon- En las ultimas décadas se ha reportado como oportunista y multirresistente en
humanos, sobre todo en ambientes hospitalarios. Es la causante de gran parte de las
infecciones nosocomiales, ademas de otras, y estd asociada a enfermedades causadas por
Klebsiella pneumoniae. Ademas, presenta resistencia intrinseca a la Ampicilina (Davin-Regli et
al., 2015).

Serratia marcescens es un bacilo gramnegativo en ocasiones patdgeno para el ser humano. Se
encuentra especialmente en ambientes hospitalarios y es oportunista, afectando a las
personas imnunodeprimidas mayoritariamente. En un estudio realizado, se confirmd que las
infecciones que se detectaron en causadas por esta bacteria fueron debidas a una
contaminacién extrinseca del dispensador de jabdn de la UCI (Khanna et al., 2013).

Kluyvera spp son bacilos gramnegativos que colonizan las vias urinarias, gastrointestinales y
respiratorias muy comunes en hospitales. El tratamiento que se utiliza para tratar las
infecciones varia porque dependiendo de la especie, presentan unas resistencias antibidticas
u otras (Santos et al., 2021).

Enterobacter cloacae es una bacteria que se encuentra en el tracto intestinal de humanos y
animales, siendo patégena también en plantas e insectos. Es un patdgeno que causa
infecciones nosocomiales, sobre todo en las unidades neonatales. Presenta resistencia
intrinseca a la Amoxicilina y Ampicilina, ademas de otros antibidticos como las cefalosporinas,
y el estudio de resistencia fenotipica (Davin-Regli et al., 2015).

Proteus mirabilis es una bacteria gramnegativa que causa enfermedades en humanos
asociadas con el tracto urinario y forma parte de la flora fecal normal, por lo que puede
manifestarse si la flora ha sido alterada con algun tratamiento y se encuentra debilitada. Este
microorganismo es incapaz de metabolizar lactosa en el agar MacConkey. Ademas, es
resistente a la Ampicilina, tetraciclinas, cefalosporinas de primera generacién, fluorquinolonas
y aminoglucdsidos (Bush y Vazquez-Pertejo, 2023).
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Morganella morganii es una bacteria gramnegativa, movil, no fermentadora de lactosa que se
encuentra en el medioambiente y el aparato digestivo de los animales y humanos que causa
infecciones en el tracto intestinal y urinario. Es un patégeno oportunista poco comun que ha
ido cobrando importancia con el tiempo y puede llegar a ser multirresistente, siendo
resistente a la gran mayoria de familias de antibidticos, de forma que el tratamiento clinico
fracasa muy frecuentemente y produce una elevada mortalidad (Liu et al., 2016).

1.4.2. Resistencias antibidticas en E. coli.

Un ejemplo de microorganismo relevante para el presente trabajo con posible resistencia a
los carbapenemes es Escherichia coli, que forma parte del microbiota intestinal en los
humanos y provocan distintas infecciones en el tracto urinario, respiratorio y en la sangre. En
los ultimos afios, el aumento de la propagacién de la bacteria Escherichia coli, que produce
enzimas betalactamasas de espectro extendido (ESBL), ha generado la necesidad de recurrir
cada vez mas a los antibidticos carbapenémicos. Estos son utilizados debido a su capacidad de
resistir la hidrdlisis provocada por las enzimas ESBL, a diferencia de la mayoria de los
antibioticos betalactdmicos (ECDC, 2019). Esta bacteria gramnegativa posee una gran
capacidad para adquirir resistencia, ya que, al habitar en el tracto gastrointestinal, se expone
directamente a los antibidticos porque muchos se administran mediante via oral (Yassin et al.,
2017).

En los ultimos 20 afios los brotes producidos por la bacteria E. coli han aumentado
considerablemente, no solo provocando dafios en la salud, también produciendo graves
pérdidas econdmicas. La mayoria de los brotes producidos por E. coli se atribuyen a alimentos
poco cocidos o contaminados. Uno de los brotes mas graves de E. coli surgié en el afio 2011
en Alemania, en el que se infectaron 3816 personas con Escherichia coli 0104:H4, una cepa
poco comun de esta bacteria (Yang et al., 2017), y fue debido a la distribucién de semillas de
fenogreco procedentes de Egipto contaminadas (Blanco, 2012).

1.4.3. Resistencias microbianas en Salmonella spp.

Dentro de las enfermedades zoonéticas, la salmonelosis es la mas extendida globalmente, ya
que la interaccién entre la naturaleza, animales y humanos provoca una rapida propagacion.
La principal preocupacion es que los tratamientos antimicrobianos convencionales de la
salmonelosis fracasan frecuentemente debido a que las bacterias se han hecho resistentes. La
resistencia adquirida de la Salmonella spp. se obtiene mediante la transmisién del material
genético extracromosdmico de otras bacterias o mediante mutaciones del cromosoma
bacteriano (Rivera et al., 2012).

La avicultura es una de las areas de produccidn pecuaria que ha recibido especial atencion en
estudios epidemiolégicos. Esto se debe a que las aves son portadoras asintomaticas de los dos
serotipos anteriores significativos en los seres humanos: S. Enteritidis y S. Typhimurium. En un
estudio realizado, se encontraron 39 cepas de Salmonella spp. en aves sanas, instalaciones,
equipos, agua y alimentos. El 50% de las cepas correspondieron a S. Infantis, un 26.67% a S.
Enteritidis y el resto a otros serotipos. Las pruebas de sensibilidad antimicrobiana mostraron
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resistencia del 100% a las cefalosporinas de todas las generaciones, por lo que es un dato
preocupante (Ruiz et al., 2006).

Ademas, en otras especies animales, como algunos bovinos que presentaron sintomas de
desnutricién, diarrea sanguinolenta y muerte por septicemia, se aislaron cepas de S.
Typhimurium y resultaron ser resistentes a tetraciclinas, cefalexinas, amoxicilinas, y acido
clavuldnico. Sin embargo, se observd alta sensibilidad a las quinolonas y cefalosporinas
(Odriozila et al., 2008).

La infeccidon por Salmonella spp. puede ocurrir al consumir productos avicolas (especialmente
pollo y huevos), carne, leche y vegetales contaminados desde su origen. Se ha observado que
los brotes de S. Enteritidis (44%) estan mas frecuentemente asociados al consumo de huevos
contaminados en comparacion con otros serotipos de Salmonella spp. (15%). Para prevenir el
aumento de las resistencias de los distintos tipos de Salmonella spp., una de las estrategias es
limitar el uso de antimicrobianos en pacientes con gastroenteritis, haciéndolos necesarios solo
en casos de bacteriemia, ya que en la mayoria de los casos los pacientes pueden recuperarse
del patégeno en unos pocos dias sin necesidad de tratamiento antimicrobiano (Rincon Acero
etal, 2011).

Ademas, se han establecido redes de vigilancia entre paises para mejorar la deteccién de
bacterias resistentes, lo cual ha contribuido significativamente a los estudios epidemioldgicos
y al control de brotes y epidemias en seres humanos. Algunos paises desarrollados han
implementado sistemas de seguimiento continuo de los serotipos de Salmonella spp. en
animales domésticos, lo que les permite mantener una vigilancia constante de esta
enfermedad zoondtica (Lewerin et al., 2011).

La adopcion de practicas adecuadas de higiene personal y el manejo adecuado de los
productos de origen animal, como el mantenimiento de la cadena de frio y una correcta
coccion, son medidas preventivas fundamentales. Asimismo, es esencial promover el uso
responsable de antimicrobianos en la medicina veterinaria para la produccién animal, asi
como la rotacion periddica de estos medicamentos en las instituciones de salud, con el
objetivo de reducir la aparicién de resistencia (Threlfall et al., 2003).

Es importante tener en cuenta que controlar completamente el fendmeno de resistencia en
un futuro cercano resulta dificil. Por lo tanto, se debe hacer hincapié en la implementacién de
medidas de control sanitario en la produccién animal destinada al consumo humano. Afios
atras ya se barajaba la posibilidad de implementar vacunas para inmunizar a los animales
contra estos patégenos, pero debido a la complejidad de los multiples serotipos y genes
involucrados en las infecciones aun no era posible (Gamazo e Irache, 2007). Con el paso del
tiempo se ha logrado crear vacunas comerciales para inmunizar a las aves y la mayoria en su
formulacion incluyen S. Enteritidis o S. Typhimurium, ademas de otros serotipos distintos con
la finalidad de proteger (Desin et al.,2013).



TFG Marta Enguidanos Garcia

1.5. Iniciativa “One Health” y microorganismos criticos.

El concepto de "One Health" se define como un enfoque interdisciplinario y colaborativo que
reconoce que hay una conexién entre la salud humana, animal y ambiental. Se basa en el
supuesto de que estos tipos de salud estdn intrinsecamente relacionados y que el bienestar
de uno afecta directamente a los demas.

Muchas enfermedades pueden pasar de animales a humanos (zoonosis) y la salud de los
ecosistemas tiene un impacto directo en la salud de las personas y los animales, por lo que se
busca la colaboracién de todo tipo de profesionales para prevenir, controlar las enfermedades
y mejorar la salud en general (ISBG, 2021). La OMS colabora con los gobiernos nacionales,
organizaciones no gubernamentales, instituciones académicas, asi como con asociados
regionales e internacionales para prevenir y controlar las amenazas zoonéticas y su impacto
en la sociedad, economia y salud publica (WHO, 2021).

Este proyecto se centra en tres grandes bloques:

- Lainocuidad de los alimentos.
- Lalucha frente a las resistencias antibidticas.
- Lavigilancia de las enfermedades zoondticas y vectoriales.

El incremento de estas resistencias es una gran preocupacion tanto para la sanidad animal,
como humana, al igual que para la alimentaciéon, economia y medioambiente. Ademas, las
resistencias van a atrasar la cobertura sanitaria universal porque los costos de la atencién de
salud aumentaran, los fdrmacos serdn mas caros y seran necesarias cantidades mads grandes
debido a que habrda menos certeza en el diagndstico y la cura (ISBG, 2021).

Para frenar la expansion de las resistencias antibidticas y contribuir en que se cumpla la
iniciativa anterior, la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) ha establecido una lista global
de bacterias resistentes con el fin de obtener nuevos antibiéticos funcionales. Esta lista
clasifica a los patdgenos en tres categorias segun su nivel de prioridad: critica, elevada y
media. En el grupo de prioridad critica se encuentran bacterias multirresistenes de los

hospitales o residencias, entre las que se encuentran la Acinetobacter baumannii,
Pseudomonas aeruginosa y enterobacterias resistentes a carbapenémicos. Todas las de este
grupo se asocian con una elevada mortalidad y son potencialmente peligrosos, como la
Pseudomonas aeruginosa, que genera resistencia a toda clase de antibidticos. En el nivel de
prioridad elevada se encuentran Salmonella spp. y Campylobacter spp resistentes a

fluoroquinolonas, Neisseria gonorrhoeae, resistente a fluoroquinolonas y cefalosporinas,
Staphylococcus aureus, resistente a meticilina y vancomicina, Helicobacter pylori con
resistencia a la claritromicina y Enterococcus faecium resistente a vancomicina. Por ultimo, en
el grupo de prioridad media aparecen Streptococcus pneumoniae resistente a penicilina,

Haemophilus influenzae resistente a ampicilina y Shigella spp. resistente a fluoroquinolonas
(WHO, 2017).
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1.6. Objetivos de desarrollo sostenible.

En septiembre del afio 2015 se determinaron los objetivos de desarrollo sostenible con la
finalidad de eliminar la pobreza, prosperar como sociedad y de proteger el planeta. Se
pretende que se logren cumplir los objetivos propuestos en un periodo de 15 afos, y para ello
han de contribuir todos los ciudadanos sin excepcion. Algunos de estos ODS estan
directamente relacionados con la resistencia antimicrobiana y su cumplimiento o no pueden
determinar grandes cambios (Gamez, 2015).

El ODS numero 1 se centra en erradicar la pobreza mundialmente. Si las resistencias
antimicrobianas siguen creciendo, las personas con pocos recursos enferman con mas
frecuencia y el coste de los tratamientos seria cada vez mas elevado, por lo que no podrian
costearlos. Alcanzar este objetivo crearia una situacidn de igualdad y crecimiento econémico,
y en general, una estabilidad social. (WHO, 2021).

El ODS numero 2 esta relacionado con eliminar el hambre del mundo. En el ambito de las
resistencias, este objetivo esta muy relacionado con los animales, ya que ellos también sufren
enfermedades y cada vez serian mas complicadas de tratar, por lo que la produccién caeria en
picado y se pondrian en riesgo puestos de trabajo y la seguridad alimentaria. Lograr el hambre
cero generaria acceso universal a los alimentos y sistemas alimentarios sostenibles que
derivarian en una situacién de estabilidad mundial, ya que también se evitarian conflictos
(WHO,2021).

El ODS numero 3 es el mas importante, relacionado con la salud y el bienestar. Las resistencias
antimicrobianas son las causantes de casi un millén de muertes al afio, y se estima que en el
futuro se aumente esta cifra considerablemente. Ademads, ya existen enfermedades muy
resistentes como la tuberculosis multirresistente, las cuales se fortaleceran y, por otro lado,
el coste de los tratamientos aumentara y se creard una situacién insostenible. Para lograr este
objetivo es fundamental mejorar la atencién sanitaria, evitar la falsificacion de recetas
antibidticas y, sobre todo, fomentar la vacunacién, ya que disminuye la incidencia de
patologias causadas por patégenos resistentes. Por otro lado, se busca la colaboracidon de
todos los paises, especialmente de los paises en desarrollo, para adoptar mas medidas
preventivas, de forma que se pudieran detectar con mucha antelacién estas resistencias.
Adicionalmente los paises deberian trabajar en reducir los riesgos y en la gestién de estos para
establecer la salud nacional y mundial. Si se consiguiera este objetivo, se reduciria la
mortalidad, fortalecerian los sistemas de atencidn médica y se alcanzaria una vida sana.
(WHO,2021).

El trabajo decente y crecimiento econédmico corresponde con el ODS numero 8, que, en este
caso, los contagios por enfermedades causadas por las cepas resistentes generarian en los
pacientes largos periodos de inactividad debido a las hospitalizaciones, tratamientos, o en
algunos casos la muerte. Esto conllevaria la ausencia de los trabajadores y se producirian
pérdidas econdmicas muy graves. Si se lograra el objetivo, se generaria un empleo justo y
productivo para todos, con un impacto positivo en la economia. (WHO,2021).
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La meta numero 12 conlleva la produccién y consumo responsables. Se han detectado
antimicrobianos en residuos procedentes de fabricas de medicamentos, siendo en algunos
casos extremadamente elevados, por lo que el riesgo de aparicion o propagacion de una
enfermedad se ve aumentado. Cuando se reduzca la contaminacidn originada por la
produccién de antibidticos, los riesgos de aparicion de cepas resistentes disminuiran
notablemente. (WHO, 2021).

Por ultimo, el objetivo de desarrollo sostenible nimero 17, alianzas para lograr objetivos, es
fundamental porque se necesita la colaboracion de todas las organizaciones sanitarias y
algunas no sanitarias a nivel mundial). Si se cumpliera, la cooperacién nacional se fortaleceria
y aceleraria aun mas el progreso hacia el desarrollo sostenible (WHO, 2021).
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2. OBJETIVOS

El objetivo principal del presente proyecto es analizar la calidad microbioldgica y la presencia
de bacterias resistentes a antimicrobianos en carnes procedentes tanto de pollo como de
cerdo adquiridas en diferentes comercios de la Comunidad Valenciana.

Este trabajo también cuenta con varios objetivos especificos:
- Analizar la calidad higiénico-sanitaria de las carnes a partir de andlisis de presencia de

Salmonella spp. y recuento de coliformes segln la norma microbioldgica.

- Aislar e identificar las cepas pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae y al género
Acinetobacter capaces de crecer en medios suplementados con betalactdmicos y
carbapenemes.

- Estudiar las resistencias antibidticas fenotipicas de los aislados mediante la realizacion
de antibiogramas a doce antibidticos de uso clinico, en especial a antibidticos
betalactdmicos, y carbapenemes, por su importancia en clinica y la necesidad de
realizar una vigilancia epidemioldgica de las resistencias a los mismos.

- Determinar la carga de resistencias antibidticas por tipo de muestra carnica.

11
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Origen y preparacion de las muestras.

Para este proyecto se han seleccionado 30 muestras carnicas procedentes de cerdo y pollo.
Estas muestras se analizaron durante el periodo comprendido entre marzo y junio siguiendo
los métodos que se van a explicar en este apartado. Las muestras se adquirieron en distintos
establecimientos de Valencia, ya sea en supermercados locales o en carnicerias de barrio. De
cada tipo de carne se seleccionaron partes muy diferentes para obtener mayor variabilidad.
Todos estos datos se reflejan en la Tabla 1.

Tabla 1: Muestras analizadas, procedencia, fecha y tipo.

MUESTRA COMERCIO FECHA ORIGEN TIPO DE MUESTRA

C1 1 06/03/2023 Cerdo Carne picada solo cerdo lomo cabeza
Cc2 2 28/03/2023 Cerdo Carne picada solo cerdo
Cc3 1 28/03/2023 Cerdo Carne picada solo cerdo cinta
ca 3 25/04/2023 Pollo Cuello de pollo

c5 1 25/04/2023 Pollo Muslos de pollo (arreglo)
Ccé6 1 02/05/2023 Pollo Muslos de pollo

Cc7 1 02/05/2023 Pollo Cuarto trasero

(o] 4 02/05/2023 Cerdo Secreto de cerdo

c9 3 08/05/2023 Pollo Carne picada de pollo
c10 3 08/05/2023 Cerdo Carne picada de cerdo
Cl1 5 08/05/2023 Cerdo Cabeza de lomo fileteada
C12 5 08/05/2023 Cerdo Costilla de cerdo troceada
C13 6 08/05/2023 Pollo Muslitos de pollo

ci14 6 08/05/2023 Cerdo Cabeza de lomo

C15 7 15/05/2023 Cerdo Cerdo a tacos

Cl6 10 15/05/2023 Pollo Higado

Cc17 1 15/05/2023 Pollo Cuarto trasero

c18 7 15/05/2023 Pollo Solomillos de pollo

Cc19 7 15/05/2023 Cerdo Filetes de lomo

c20 7 15/05/2023 Pollo Alitas de pollo

Cc21 8 22/05/2023 Cerdo Cerdo a tacos

C22 8 22/05/2023 Pollo Carcasas de pollo

Cc23 1 29/05/2023 Cerdo Estofado de cerdo

C24 1 29/05/2023 Pollo Higado de pollo

C25 9 05/06/2023 Cerdo Troceado para guisar de cerdo
Cc26 10 05/06/2023 Pollo Cuarto trasero de pollo
Cc27 1 05/06/2023 Pollo Cuarto trasero de pollo
c28 9 05/06/2023 Pollo Jamoncitos de pollo

C29 4 05/06/2023 Cerdo Chuletas aguja cerdo

Cc30 4 05/06/2023 Pollo Alas partidas

12
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3.2. Analisis de la calidad de las muestras.

Las muestras se llevaron al laboratorio de Microbiologia en la UPV en refrigeracion en las 2 h
siguientes a su adquisicidn y seguidamente se trataron de forma aséptica en cabina de flujo.
En primer lugar, se tomaron 25 gramos de muestra representativa de cada pieza y se
introdujeron en la bolsa Stomacher en condiciones de asepsia. A continuacion, se afiadi6 225
mL de agua de Peptona Tamponada (Scharlau, Barcelona) esterilizada previamente y se
homogenizé en el Stomacher (BagMixer, Interscience) durante cinco minutos.

Una vez homogeneizada la muestra, se realizd el recuento de coliformes. La muestra
homogeneizada corresponderia con la primera dilucion (101), y a partir de ahi se realizaron
dos diluciones decimales adicionales hasta obtener la dilucion de 103. Seguidamente se
inoculé 0,1 mL de la muestra diluida en el medio Cromégeno de Coliformes (CC) por duplicado
y se esparcen con el asa de plastico estéril. Se incubaron a 37 °C durante 24 horas.

Una vez incubadas las placas, se procedié al recuento de las colonias. Para ello, se utilizé un
dispositivo especializado en contar colonias (Colony Counter (Digital S, PSelecta) que, con
ayuda de una lupa y un sistema de conteo, se contaron las colonias rosas, azules y moradas.

El medio Cromdgeno de Coliformes (CC) contiene dos sustratos cromégenos que, al ser
utilizado por las bacterias, producen un color diferente. En el caso de las bacterias coliformes
el color observado es el rojo porque tienen el enzima B -D- galactosidasa, y las colonias de E.
coli se ven moradas o azul oscuro es porque presentan  -D- glucuronosidasa, ademas del
enzima anterior.

Para nuestros resultados, elegimos las placas con las diluciones que presentaban entre 15y
150 colonias para mayor fiabilidad. Cuando se determina la dilucién con la que se trabaja se
cuentan el numero de colonias de ambas placas y se calculan las Unidades Formadoras de
Colonias (U.F.C/g) con la siguiente ecuacion (Ec.1):

U.F.C/g="""x d1x10

Ec.1
P1y P2=numero de colonias en cada placa
d*: dilucién correspondiente

Para poder realizar el aislamiento de E. coli, se seleccionaron las colonias azul oscuro, se
resembraron en el medio Plate Count agar (Scharlau, Barcelona) y se incubaron en la estufa a
37 °C durante 24h, para posteriormente llevar a cabo la identificacién mediante tiras API® 20E
(Biomerieux, Francia).

3.3. Estudio de la presencia de Salmonella spp.
Este analisis se llevd a cabo siguiendo la Norma UNE-EN ISO 6579-1:2017: método horizontal
para la deteccién de Salmonella spp.

13
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A partir de los 25g de muestra ya homogeneizados tal y como se describen en el apartado
anterior, se incuba el preenriquecimiento en la estufa de 37+1 °C durante 18+2 h.

Una vez transcurrido este tiempo, se realiza el enriquecimiento selectivo en caldos de
Rappaport (Scharlau, Barcelona) y Tetrationato (Scharlau, Barcelona) Por cada muestra se
introduce 1mL en el medio de Tetrationato y se incuba en la estufa de 37+1 °C durante 24+ 3
horas y 0,1 mL en el medio de Rappaport, que serd incubado a 41,541 °C durante 2443 h.

Una vez incubados los tubos, se utilizan placas de Xilosa, Lisina y Desoxicolato (XLD) (Scharlau,
Barcelona) y como segundo medio selectivo, el medio Cromdgeno de Salmonella (CS) (OXOID,
Reino Unido). Se siembra una placa procedente de cada tubo mediante triple estria de XLD y
otra de CS por muestra, y se incuban en la estufa de 371 °C 2443 horas.

Las colonias de Salmonella spp. en Agar XLD se presentan de color negro, pero este tipo de
Agar permite el crecimiento de Shigella con mayor facilidad.

Por otra parte, de cada muestra se siembra a partir del agua de peptona crecida por triple
estria en placa de MacConkey, medio especifico para enterobacterias, con meropenem
(Scharlau, Barcelona) (MC+M) y MacConkey con Cefotaxima (MC+C) (Scharlau, Barcelona) y
se incuban a 37 +1°C durante 24 horas para el estudio de otras enterobacterias.

Los medios de MacConkey que se han utilizado suplementados con antibidticos: 5mg/L de
Vancomicina en ambos medios junto con 5 mg/L de Cefotaxima en uno y en el otro 1,5 mg/L
de Meropenem. En este tipo de medios es comun que presenten varias colonias, siendo
interesantes las colonias blancas, por posibilidad de que se encuentre Acinetobacter,
cremosas (Pseudomonas), o rosas y rojas tanto grandes como pequeiias, pudiendo ser
pertenecientes al género Enterobacter, Enterococcus o E. coli.

Posteriormente a estas colonias se les ha realizado las pruebas bioquimicas y seroldgicas
correspondientes para lograr una buena identificacion.

3.4. Identificacion y aislamiento de aislados.

3.4.1. Pruebas previas para la identificacion

Como primer paso para seleccionar las cepas aisladas primero necesitamos conocer si
presentaban el sistema citocromo-oxidasa. Para ello se coge el cultivo deseado y se extiende
sobre una tira reactiva de oxidasa (OXOID, Reino Unido), la cual virard a morado si es positiva
y no virard si es negativa. El reactivo que reacciona con el cultivo es el tetrametil,1-4,
fenilendiamina. Las pruebas de oxidasa negativa son las que se seleccionaron para este
estudio.

Una vez confirmada la prueba de la oxidasa negativa, se hizo la prueba de la catalasa, en la
que se deposita una gota de H,0; se observa si al entrar en contacto con la colonia en estudio
se producen burbujas. La presencia de burbujas indica que la prueba de la catalasa es positiva
y si no presenta burbujas es negativa. En este proyecto interesa que los asilados sean catalasa
positiva.
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En el analisis de Salmonella spp. las colonias negras procedentes de XLD y las rojas
procedentes de CS se depositan en un medio TSI (agar hierro triple azlcar) (Scharlau,
Barcelona) para observar si se fermentan los azucares disponibles en el medio con el objetivo
de identificar previamente enterobacterias. La identificacion de la enterobacteria se confirma
posteriormente a través de una tira API 20E.

3.4.2. Tinciones Gram

Este procedimiento es empleado para poder realizar la clasificacion de las bacterias segun su
capacidad para retener el colorante segun la composicidon de su pared celular por lo que se
utiliza como prueba diferencial. Los resultados pueden ser grampositivas, que son cocos o
bacilos con coloracidn violeta, o gramnegativas, bacilos-tefiidos de rosa.

3.4.3. Tiras API 20E

Las tiras API® 20E (Biomeérieux, Francia) es una bateria de pruebas miniaturizadas que se utiliza
para identificar bacterias de la familia Enterobacteriaceae y algunos bacilos gramnegativos no
exigentes. Estas tiras contienen veinte pocillos, cada uno de ellos con diferentes sustratos. Se
inoculan con una solucidn de agua en la que se suspende la colonia bacteriana que se esta
analizando, segun indicaciones del fabricante.

Una vez inoculadas, las tiras se incuban en una estufa a 37 °C durante 24 horas. Después de
este tiempo, los pocillos habran experimentado un cambio de color y en algunos de ellos se
deben agregar reactivos especificos para llevar a cabo pruebas adicionales, una vez leidos los
resultados se obtiene un perfil que se introduce en el programa apiweb®

(https://apiweb.biomerieux.com/).

3.5. Estudio de las resistencias antibioticas

Para el estudio de las resistencias antibidticas se realizaron antibiogramas mediante el método
de disco-placa de Bauer-Kirby (CLSI, 2014). Los antibidticos que se han seleccionado para el
estudio se presentan en la Tabla 2, y se obtuvieron de OXOID, Reino Unido, exceptuando CAL
y CTL, procedentes de Liofilchem S.L.R, Italia. La seleccién se hizo en base a los usados
principalmente en clinica y a la busqueda especifica de resistencias a cefalosporinas de
32generacion y carbapenémicos.

El antibiograma se realizé con cultivo de 24h de las cepas aisladas previamente y A
continuacion, se tomo una colonia y se resuspendid en solucidn salina a hasta una turbidez de
0,5 en la escala McFarland,

Segun indica la técnica, antes de que pasen 15 minutos, el hisopo se introduce en el tubo con
el medio homogeneizado y se apoya en la pared para eliminar el exceso de liquido. A
continuacion, se esparce el inoculo en la placa de Mueller-Hinton (MH) (Scharlau, Barcelona)
con movimientos horizontales, verticales y diagonales, de forma que no queda ningln espacio
en la placa libre y pueda realizarse una lectura adecuada de los halos. Se deja secar la placa
durante unos minutos antes de poner los discos por medio de un dispensador
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Por ultimo, se incubaron las placas a 37 1 °C en una estufa durante 24 horas. Después de este

tiempo, se mide el didmetro de cada disco, teniendo en cuenta que cada uno mide 6 mm,

utilizando una regla. Los valores obtenidos en mm se clasifican como sensibles, resistentes o

intermedio segun los valores que indica CLSI, 2014. Como cepa control se utilizé la cepa de E.
coli ATCC 25922.

En este estudio se han utilizado algunos antibidticos combinados con acido clavuldnico. Estos

son Cefotaxima y Ceftazidima. Si el didmetro para cualquiera de los antimicrobianos testados

combinados con 4acido clavulanico presenta un aumento mayor de 5 mm o similar respecto al

antibidtico original, se consideran de espectro extendido, lo que quiere decir que presentan

resistencia a cefalosporinas de tercera y cuarta generacién.

Tabla 2: antibidticos utilizados en el proyecto con sus respectivas concentraciones e intervalos.

R: resistente; |: sensibilidad intermedia; S: sensible.

Grupo al que
pertenecen

B-lactamicos

Quinolonas

Carbapenemes

Fenicoles

Antibiotico

Amoxicilina
Ampicilina
Cefotaxima
Cefotaxima+ acido
clavulanico
Ceftazidima
Ceftazidima +
acido clavulanico
Ceftriaxona
Ciprofloxacino
Acido nalidixico
Levofloxacino
Imipenem

Cloranfenicol

Abreviatura

AMC

AMP
CTX
CTL

CAZ
CAL

CRO
ol
NA
LEV
IMP

Concentracion

(ug)

10
30
40

30
40

30

30

10
30

Diametro del halo (mm)

R

<13
<13
<22

I s
14-17 >18
14-16 >17
23-25 >26

>5(CTX) = 25 (CTX)
18-20 >21

>5(CAZ) 25 (CAZ)
20-22 >23
16-20 >21
14-18 >19
14-16 >17
20-22 >23
13-17 >18

16



TFG

4. RESULTADOS Y DISCUSION.
Se han obtenido los siguientes resultados relacionados con la calidad higiénico-sanitaria, la

Marta Enguidanos Garcia

identificacidon de cepas y las resistencias fenotipicas del andlisis de las 30 muestras de carne

estudiadas.

4.1. Calidad higiénico-sanitaria

4.1.1. Recuento y aislamiento de E. coli.
En la siguiente tabla se muestran las 30 muestras analizadas junto con la presencia de E. coli

y su recuento, que varia desde valores menores a 1,5x103 hasta 4x10* UFC/g.

Tabla 3: Recuento y deteccion de E. coli por nimero de muestra, tipo de muestra y comercio.

MUESTRA | TIPO DE MUESTRA

C1

c2

c3

c4

C5

Cc6

Cc7

c8

c9

C10
C11
C12
C13
Ci4
C15
Cl6
C17
C18
C19
C20
Cc21
C22
Cc23
C24
C25
C26
Cc27
Cc28
C29
C30

Carne picada solo cerdo lomo cabeza

Carne picada solo cerdo
Carne picada solo cerdo cinta
Cuello de pollo

Muslos de pollo (arreglo)
Muslos de pollo

Cuarto trasero

Secreto de cerdo

Carne picada de pollo
Carne picada de cerdo
Cabeza de lomo fileteada
Costilla de cerdo troceada
Muslitos de pollo

Cabeza de lomo

Cerdo a tacos

Higado

Cuarto trasero

Solomillos de pollo

Filetes de lomo

Alitas de pollo

Cerdo a tacos

Carcasas de pollo
Estofado de cerdo

Higado de pollo

Troceado para guisar de cerdo
Cuarto trasero de pollo
Cuarto trasero de pollo
Jamoncitos de pollo
Chuletas aguja cerdo

Alas partidas

E. coli UFC/g

<1,5E+03
<1,5E+03
<1,5E+03
<1,5E+03
<1,5E+03
<1,5E+03
<1,5E+03
<1,5E+03
<1,5E+03
<1,5E+03
<1,5E+03
<1,5E+03
<1,5E+03
<1,5E+03
<1,5E+03
<1,5E+03
<1,5E+03
<1,5E+03
<1,5E+03
<1,5E+03
<1,5E+03
<1,5E+03
<1,5E+03
<1,5E+03
<1,5E+03
4,00E+03
<1,5E+03
<1,5E+03
<1,5E+03
<1,5E+03

E. coli presencia

NO
NO
NO
NO
NO
NO
NO
NO
NO
NO
NO
NO
NO
NO
NO
si

si

Si*
NO
si

NO
si

si

NO
Si

si

si

NO
Si*
si

*Presencia de E. coli no cuantificable.
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Se detectd la presencia de E. coli en 11 de ellas (11/30). Para el resto de las cepas se indica el
limite de deteccidn de la técnica al no observarse crecimiento en las placas una vez incubadas.

En las muestras C5, C18 y C29 no se detectd la presencia de E. coli mediante el método del
recuento de coliformes en CC. Sin embargo, en la muestra C18 si se detectd a través de una
colonia procedente del medio MacConkey suplementado con Cefotaxima, con una
identificacidon del 99,9%, por lo que se ha considerado un resultado muy fiable. En la muestra
C29 sucedié lo mismo. Este hecho puede deberse a que, aunque no se obtuvo E. coli en el
recuento, la siembra en medio MacConkey con Cefotaxima se realizd previo enriquecimiento,
por lo que, aunque su presencia era menor que el limite de deteccidn en el recuento por CC,
después de un enriquecimiento si era detectable.

En total se analizaron 14 muestras de cerdo y 16 de pollo, de las cudles 3 muestras de 14 de
cerdo y 8 de 16 de pollo presentaron E. coli. De entre de las muestras de pollo, las que
presentaron E. coli con mayor frecuencia fueron las procedentes de los cuartos traseros, ya
gue es una zona donde se situa el final del tracto digestivo (restos de cloaca) en la que se
acumulan este tipo de bacterias, ademas de otras fecales.

La muestra C26 presentd un valor de 4x10% UFC/g siendo esta la mas alta de todas. El valor
alto de E. coli encontrado en esta muestra se debe a que es un cuarto trasero en el que se
incluye la cloaca, por lo que la concentracién de este tipo de bacterias en esa zona es mayor.
Ademas, procede de la carniceria al detall de un supermercado, por lo que podria haber
estado almacenada en condiciones no controladas, y/o haber sido manipulada durante su
venta, por lo que sufre mayor riesgo de contaminacion.

Se consultd el Reglamento CE 2073/2005 que indica los criterios microbiolégicos aplicables a
los productos alimenticios, concretamente el capitulo 2 referente a los criterios de higiene de
los procesos en carnes y derivados. En dicho apartado el nimero méaximo de UFC/g en E. coli
admitido para carnes separadas mecanicamente y carne picada es minimo de 50 y maximo de
500, pero en este caso no se detectd E. coli en este tipo de carnes. Para la carne fresca el limite
no hay limite de E. coli, por lo que todas las muestras analizadas cumplirian con el criterio
microbioldgico y no suponen un riesgo si se procesan y consumen con buenas practicas de
manipulacién.

4.1.2. Deteccidn y aislamiento de Salmonella spp.

De las 30 muestras analizadas se detectd la presencia de Salmonella spp. en 4 de 30 (n=30)
(tabla 4). El 50% proceden de carne de pollo y el otro 50% de carne de cerdo. Todas las
muestras proceden de supermercados.
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Tabla 4: nimero de muestra, tipo de muestra, comercios y deteccion de Salmonella spp.

MUESTRA TIPO DE MUESTRA Salmonella spp. /25 g
Presencia
C1 Carne picada solo cerdo lomo cabeza NO
Cc2 Carne picada solo cerdo NO
Cc3 Carne picada solo cerdo cinta NO
ca Cuello de pollo NO
C5 Muslos de pollo (arreglo) NO
(o3) Muslos de pollo NO
Cc7 Cuarto trasero NO
c8 Secreto de cerdo NO
c9 Carne picada de pollo NO
C10 Carne picada de cerdo Si
c11 Cabeza de lomo fileteada Si
C12 Costilla de cerdo troceada NO
C13 Muslitos de pollo NO
Ci14 Cabeza de lomo NO
C15 Cerdo a tacos NO
Cle6 Higado NO
C17 Cuarto trasero NO
C18 Solomillos de pollo NO
C19 Filetes de lomo NO
C20 Alitas de pollo NO
C21 Cerdo a tacos NO
Cc22 Carcasas de pollo NO
c23 Estofado de cerdo NO
C24 Higado de pollo NO
C25 Troceado para guisar de cerdo NO
C26 Cuarto trasero de pollo Si
Cc27 Cuarto trasero de pollo NO
Cc28 Jamoncitos de pollo NO
C29 Chuletas aguja cerdo NO
C30 Alas partidas Si

La aglutinacién proporciona la identificacion de Salmonella spp. Poly A, para una de las
salmonelas que es el tipo mas comun en alimentos.

Que una cepa Salmonella spp. Poly A quiere decir que los grupos posibles a los que puede
pertenecer son los siguientes: A, B, D, E1, E2, E3, E4 Y L. En el laboratorio no se poseen los
materiales suficientes para poder concretarlo, habria que enviar la cepa a otro laboratorio
para su serotipado.
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La muestra C10 fue la Unica que presentd aglutinacidn y mientras que las otras 3 cepas
positivas para Salmonella spp. no la presentaron, lo que supone que pueden pertenecer a
otros serogrupos.

En el Reglamento CE 2073/2005, referente a los criterios microbiolégicos aplicables a los
productos alimenticios, se consultd el capitulo 1 acerca de criterios de seguridad alimentaria.
En este apartado se determina que la presencia de Salmonella spp. en 25 gramos tanto para
la carne separada mecdnicamente como para la carne picada y fresca ha de ser nula. Los
resultados de las muestras C10, C11, C26 y C30 indican la presencia de Salmonella spp., por lo
que la evaluacion final es insatisfactoria y estas carnes no deberian de dispensarse y deberian
de retirarse de la venta. Supondria una alerta sanitaria ya que pueden suponer un riesgo
bioldgico y una posible fuente de toxiinfeccién.

4.2. Aislamiento de cepas para el estudio de resistencias antibidticas

Tras el analisis de las 30 muestras en los distintos medios empleados se consiguieron un total
de 166 cepas aisladas procedentes de los medios de aislamiento selectivo tanto de coliformes,
y de deteccion de Salmonella spp., MacConkey suplementados con Cefotaxima y Meropenem,
CC, XLD y CS (descritos en material y métodos). De estas cepas, 102 de ellas (61,4%) resultaron
ser oxidasa positiva, por lo que se desechan, ya que se buscaban enterobacterias y estas no
presentan este enzima. Las 64 cepas restantes (38,5%) fueron identificadas como oxidasa
negativa, catalasa positiva y Gram negativas, ya que estas caracteristicas corresponden con la
familia Enterobacteriaceae y eran las interesantes para este estudio.

4.2.1. Cepas de enterobacterias aislada del medio MacConkey suplementado con
antibidticos.

En la siguiente tabla se puede observar la identificacion mediante las tiras API®20E de las
cepas aisladas procedentes de los medios de MacConkey suplementados con Cefotaxima y
Meropenem, con su correspondiente % de ID.

Tabla 5: identificacion de las cepas procedentes de medios MacConkey suplementados con antibidticos
mediante tiras APl 20E.

MUESTRA CEPA ID API 20E % ID

C9 9IMC2 Acinetobacter baumannii 94,80%
C13 13MC Acinetobacter baumannii 94,80%
C18 18MC E. coli 99,90%
C21, 21MM Acinetobacter baumannii 98,70%
C21; 21MC Acinetobacter baumannii 83,80%
C22 22MC Acinetobacter baumannii 98,70%
C25; 25MC1 Serratia odorifera 99,90%
C25, 25MC2 Enterobacter aerogenes 91,60%
C253 25MC1 Serratia odorifera 99,90%
C29: 29MC1 Serratia ficaria 94,20%
C29; 29MC2 E. coli 99,90%
C30 30MC Serratia odorifera 99,60%
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Se observan que 5 de los aislados fueron identificados como Acinetobacter baumannii (C9,
C13, C214,2 y C22); 2 de los aislados se identificaron como E. coli (C18 y C29;); uno de los
aislados se correspondid con Enterobacter aerogenes (C25;); tres de los aislados fueron
identificados como Serratia odorifera (C251,3 y C30); y uno de los aislados como Serratia ficaria
(C291).

El Agar MacConkey se ha utilizado para aislar las bacterias gramnegativas que pertenecen ala
familia Enterobacteriaceae, y todos los resultados han sido acordes a estos criterios. Sin
embargo, se han aislado varias cepas de Acinetobacter baumanii, ya que son capaces de crecer
bien en este tipo de agar, aunque se manifiestan con un color blanco, claramente diferente a
las colonias tipicas rosas de las enterobacterias.

La presencia de Acinetobacter baumanii en estos medios suplementados con antibidticos es
interesante, ya que suelen poseer resistencias antibiéticas por lo que se han considerado
dentro del estudio. Esta bacteria ha presentado resistencia a dos familias de antibidticos de
las utilizadas, y en otros estudios se ha detectado generalmente que presentan resistencias a
la mayoria de los antibidticos que se analizan (Hart et al., 2010). Es por eso por lo que se
considera un patégeno emergente capaz de adquirir resistencias rapidamente debido a su
genoma pldstico (Esperbent et al., 2017).

En la tabla 5 se muestran las 12 identificadas de las 15 aisladas en un principio. Las tres
restantes no obtuvieron una buena identificacion mediante este sistema y se descartaron para
el estudio.

4.2.2. Aislados de enterobacterias del medio Cromégeno de Coliformes.

Se aislaron un total de 32 cepas procedentes del medio CC y se sometieron a la identificaciéon
mediante tiras API 20E. Los resultados obtenidos fueron en su gran mayoria cepas de E. coli.
El resto de las cepas se identificaron como Serratia marcescens (C12), Acinetobacter baumanii
(C171) y Kluyvera spp (C251).

En la tabla 6 se muestran las 32 identificadas de las 35 aisladas en un principio. Las tres
restantes no obtuvieron una buena identificacion mediante este sistema y se descartaron para
el estudio.
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Tabla 6: identificacion de las cepas procedentes del medio CC mediante tiras API 20E.

MUESTRA
C12

Cl6

Cl6

Cle

Cl17.

C17:
C20
Cc20
Cc20
C22
Cc22
Cc22
Cc23
Cc23
c23
Cc23
Cc23
c23
c23
C25:
C25;
C26
C26
C26
C26
C26
C26
c27
Cc27
Cc29
C30
Cc30

CEPA
12E-1
16E-1
16E-1
16E-2
17E-1

17E-3
20E-1
20E-1.2
20E-3
22E-1
22A-1
22-1B
23E-1.1
23E-1.2
23E-1.2
23E-1.3
23E-2
23E-2
23E-2.3
25E-1
25E-2
26E-1.1
26E-1.2
26E-2.1
26E-2.2
26E-3.1
26E-3.2
27E1
27E-1
29E-1
30E-1.1
30E-1.2

ID API

% ID

Serratia marcescens = 92,70%

E.
E.
E.

Acinetobacter
baumanii

Kluyvera spp.

E
E
E
E
E
E
E
E
E
E
E
E

coli
coli

coli

. coli
. coli
. coli
. coli
. coli
. coli

E
E
E
E
E
E
E.
E
E
E
E
E
E
E

coli

. coli
. coli
. coli
. coli
. coli
. coli

. coli

. coli
. coli
. coli
. coli
. coli
. coli
. coli
. coli
. coli
. coli
. coli

. coli

99,50%
99,50%
99,50%
98,70%

99,80%
99,80%
99,80%
99,80%
99,90%
99,50%
99,90%
99,80%
99,90%
99,90%
99,90%
99,90%
98,80%
98,80%
97,00%
99,70%
99,70%
99,90%
99,70%
99,70%
99,70%
99,70%
99,90%
97,70%
99,70%
99,70%
99,70%
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4.2.3. Aislados procedentes del medio Cromégeno de Salmonella spp.

En la tabla 7 se observan los resultados a partir de la identificacidn de las cepas procedentes
de los medios empleados en la deteccion de Salmonella spp. (CS) segun la norma ISO 6579-
1:2017 con sus respectivos porcentajes de ID.

Tabla 7: identificacidn de las cepas procedentes de medios XLD, CS y mediante tiras API 20 E.

MUESTRA CEPA ID API % ID
C10: 10TS 1 Salmonella spp. 94,80%
C102 10TS 2 Salmonella spp. 98,60%
C10 10RS Salmonella spp. 98,50%
C11 11TS Salmonella spp. 99,99%
C17 17RS Salmonella spp. 98,60%
C18 18TS Salmonella spp. 91,80%
Cc24 24TS Enterobacter cloacae 94%
C26 26RX Proteus mirabilis 99,30%
Cc27 27TX Morganella morganii 99,90%
C30 30RX Enterobacter cloacae 94%

Se identificaron 6 cepas de Salmonella spp. (C101,2, C10, C11, C17 y C18); uno de los aislados
fue identificado como Morganella morganii (C27): 2 de los aislados se identificaron como
Enterobacter cloacae (C24 y C30); 2 de los aislados fueron identificados como Proteus mirabilis
(C26y C27).

En la tabla 7 se muestran las 10 identificadas de las 14 aisladas en un principio. Las cuatro
restantes no obtuvieron una buena identificacion mediante este sistema y se descartaron para
el estudio.

4.3. Resistencias fenotipicas.

En la tabla 8 se observan las resistencias antibidticas que se encontraron en los aislados
procedentes de los diferentes tipos de carne junto con el nimero de muestra.

De las cepas analizadas, 7 de ellas no presentaron resistencia frente a ningln antibiético y 10
de ellas solamente presentaron resistencia a un solo antibidtico. Supone un porcentaje bajo
de bacterias sensibles.

Se encontraron 11 perfiles de resistencia diferentes para las 31 cepas restantes, de los cuales,
el 9% estuvieron formados por una Unica familia de antibidticos, en este caso betalactamicos.
El resto de los patrones resistentes estaban formados por antibidticos procedentes de la
familia de betalactamicos y quinolonas (27,2%), de antibidticos procedentes de la familia de
betalactamicos y fenoles (36,3%) y el resto, por tres familias diferentes de antibidticos
(27,27%). El patrén mas repetido fue AMC-AMP-NA, con 6 cepas procedentes del medio
Cromégeno de Coliformes (CC), de ellas 4 provenientes de muestras de carne cerdo y 2 de
carne de pollo. El segundo patrén mas repetido fue AMC-NA, con 5 cepas procedentes del
medio CC, todas provenientes de cerdo y de la misma muestra.
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Tabla 8: patrones de resistencia encontrados en el estudio.

Patrones de resistencia Cepas Cadigo Tipo de muestra Muestra implicada
carnica

AMC-NA 5 E13, E14, E15, Cerdo C23

E16, E17
AMC-AMP-C 3 S3, 54,55 Cerdo Cc10
AMC-AMP-CRO 1 M3 Pollo C18

E1, E2, E3, E6, Cerdo (E1, E2, E3, C16 (E1, E2, E3), C20, C26
AMC-AMP-NA 6 E12, E22 E12), p(ollo (E6, E22)  (E6, (E22) !
AMC-C-CTX 1 M1 Pollo Cc9
AMC-C-NA 3 M7,E18, S8 Cerdo C25
AMC-AMP-CIP-NA 3 E21, E23, E24 Pollo C24
AMC-C-CRO-CTX 1 M5 Cerdo C21
AMC-AMP-C-CAZ-CRO 4 M6, S6, E10, E8 Pollo C22
AMC-AMP-C-CIP-CRO 2 M11, E29 Pollo C30
AMC-C-CAZ-CRO-NA 2 M9, M10 Cerdo C29

Marta Enguidanos Garcia

Las cepas multirresistentes encontradas en la muestra C29 de cerdo procedente de
MacConkey suplementado con Cefotaxima corresponden a Serratia ficaria (M9) y Serratia
odorifera (M11).

En la muestra C25 de cerdo, las tres cepas detectadas en la muestra corresponden a Serratia
odorifera, Enterobacter cloacae y E. coli, procedentes de medio de MacConkey suplementado
con Cefotaxima, Cromoégeno de Salmonella (CS) y Cromégeno de Coliformes (CC)
respectivamente.

En la muestra C30 procedente de pollo, se identificaron las cepas multirresistentes como E.
coli y Serratia odorifera, procedentes de medio Cromdégeno de Coliformes y de MacConkey
con Cefotaxima respectivamente.

El género Serratia presenta patdgenos frecuentemente resistentes, pero los tratamientos que
incluyan alguno de los siguientes antibidticos estudiados serviria para hacer frente a la
enfermedad causada: Ciprofloxacino, Levofloxacino, Imipenem o Cefotaxima (Harris et al.,
2016). En este caso, ambas cepas no son resistentes a ninguno de estos antibiodticos, por lo
que la enfermedad causada por estas bacterias podria ser tratadas con antibidticos
carbapenémicos y quinolonas, exceptuando el Acido Nalidixico que no tiene uso en clinica
para el cual si resulto ser resistente.

En cuanto a Enterobacter cloacae, presenta resistencia intrinseca a penicilinas y cefalosporinas
de primera, segunda y algunas de tercera generacidon. Ademas de la resistencia a los
betalactdmicos, esta bacteria alberga una variedad de genes de resistencia a antibidticos de
varias clases, como a aminoglucdsidos o carbapenemes (Annavajhala et al., 2019). En el
presente estudio la cepa es resistente a Ampicilina, Cloranfenicol y al Acido Nalidixico, ademas
de ser sensible al Imipenem, por lo que los resultados no contrastan. Esto puede ser debido a
gue la bacteria presenta una resistencia intrinseca. La enfermedad causada por esta bacteria
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podria ser tratada con carbapenémicos y quinolonas, ya que no se obtuvo un resultado de
resistencias en ninguna de estas familias.

Respecto a E. coli, Ruiz et al. (2018) hicieron un estudio en el que se analizaron 138 muestras
de carne para determinar la presencia de enterobacterias y E. coli, ademas de sus resistencias
fenotipicas. En el cerdo observaron que el 95% de los aislados de E. coli presentaron resistencia
a la Ampicilina, el 90% a Tetraciclina, 60% a Acido Nalidixico y un 54,5% al Cloranfenicol,
ademas de presentar resistencia a otras quinolonas en menor medida. Estos resultados estan
en consonancia con nuestro estudio. En el mismo estudio, en pollo, el 100% de los antibidticos
presentaron resistencia a Cotrimoxazol, mdas del 90% a Ampicilina y Tetraciclina, y mas del 80%
fueron resistentes al Acido Nalidixico, Ciprofloxacino y Cloranfenicol. Con estos datos se
demuestra que E. coli es una cepa con gran cantidad de resistencias y haciendo una
comparacion con este trabajo, destaca la resistencia a las penicilinas, sobre todo a la
Ampicilina casi en un 70%, al Acido Nalidixico en un 55% y algunas resistencias a las
cefalosporinas. Aunque el nimero de muestras utilizado sea menor que el del estudio (138
frente a 30), la resistencia a las penicilinas y al Acido Nalidixico coinciden. En cambio, muy
pocas cepas de E. coli presentaron resistencia al Cloranfenicol y al Ciprofloxacino. Esto puede
deberse a que las cepas de E. coli aisladas en nuestro estudio hayan desarrollado mayor
sensibilidad o que este antibidtico se usa en menor medida que los anteriores.

Por otra parte, también destaca del estudio de Ruiz et al. (2018) la ausencia de resistencias en
antibidticos carbapenémicos, siendo un resultado que coincide con el presente trabajo (Ruiz
etal., 2018). Por tanto, las infecciones causadas por este tipo de bacterias podrian ser tratadas
con antibidticos de uso clinico como son los carbapenémicos y algunas quinolonas como el
Levofloxacino, ya que también demostré ser completamente sensible.

Respecto a otras resistencias antibidticas encontradas en cepas de E. coli, se realizd un estudio
en Argentina, en el que se aislaron cepas de E. coli de distintos pacientes y un 22, 18%
resultaron ser resistentes a Ciprofloxacino (Vidoni et al., 2020); en otro solamente el 1,1% de
las muestras de E. coli resultaron ser resistentes a Ceftriaxona (Obaidat et al., 2017); en cuanto
a la Ceftazidima, se realizé una investigacién en la que las muestras de pollo de diferentes
lugares del mundo presentaban una resistencia del 3% a este antibiotico (Roth et al., 2019), y
por Ultimo, en el caso del Acido Nalidixico, diversas publicaciones y encuestas muestran que
el uso de este antimicrobiano ha disminuido con el paso de los afios debido a su ineficacia y al
no usarse en clinica (Awogbemi et al., 2018). Los valores de Ciprofloxacino y Ceftriaxona se
ajustan a los obtenidos en este trabajo, en cambio la Ceftazidima resulté ser totalmente
sensible.

Son consideradas cepas multirresistentes aquellas que presentan resistencia a tres familias de
antibidticos o mas (Magiorakos et al., 2012). Anteriormente se ha mencionado la existencia de
cepas que cumplen con estos requisitos, siendo en este caso 7 cepas que presentan resistencia
a la familia de betalactamicos, quinolonas y fenoles. Este hecho es preocupante, ya que puede
suponer un problema en caso de que fuera necesario el uso de terapia antibidtica.

Dependiendo del pais, se pueden encontrar porcentajes de multirresistencia muy variados.
Por ejemplo, en Suecia se han detectado hasta un 3% de cepas multirresistentes, y en Islandia
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menos del 15% (Thorsteinsdottir et al., 2010), en otros como en Tunez, 44% (Abbassi et al.,
2017), y China hasta un 81% (Wang et al., 2016). Esta diferencia de porcentajes se debe a que
en los paises nérdicos esta prohibido el uso de antimicrobianos como promotores del
crecimiento y profilaxis, en cambio en el resto mencionados no. Suecia pertenece a la Unidn
Europea, igual que Espafia, que es el pais en el que se ha realizado el presente trabajo. Por lo
tanto, el bajo nimero de muestras multirresistentes en el presente trabajo se debe a que en
la Unidn Europea el uso de antibidticos para el crecimiento y profilaxis estd prohibido, por lo
que las resistencias no se producen. Por otra parte, hay que tener en cuenta que esta
investigacion se hizo con 12 antibiéticos de los cudles 7 de ellos pertenecen a una misma
familia. Si se hubiesen utilizado antibidticos de familias diferentes, los valores de
multirresistencia podrian haberse visto alterados.

Antibidticos en cepas procedentes de cerdo
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Grafico 1: antibioticos resistentes, intermedios y sensibles encontrados en los aislados procedentes de
muestras de cerdo.

AMC: Amoxicilina; AMP: Ampicilina; CAZ: Ceftazidima ; CRO: Ceftriaxona; CTX: Cefotaxima; CIP: Ciprofloxacino;
IMP: Imipenem; LEV: Levofloxacino; NA: Acido Nalidixico; C: Cloranfenicol.

Los resultados de los antibiogramas procedentes de los aislados de las muestras de cerdo
(grafico 1) revelan que el mayor porcentaje de resistencia esta asociado a la familia de
betalactdmicos, especialmente frente a la penicilina AMC (94,4%). Seguido de este antibidtico,
destaca que un 61,1% de las cepas aisladas presentaron resistencia a la quinolona NA, un
44,4% a la penicilina AMP; un 33,3% al fenicol C; un 16,6% a las cefalosporinas CRO y CTX y
por ultimo un 11,1% a la cefalosporina CAZ. Por el contrario, exceptuando el Acido Nalidixico,
las quinolonas fueron los antibidticos mas susceptibles, destacando la ausencia de cepas
resistentes a Levofloxacino y Ciprofloxacino. Esto también ocurre en el carbapenémico
Imipenem, que no ha presentado resistencia. No hubo cepas aisladas que no presentaran
resistencia a al menos un antibidtico. En la mayoria de los estudios se confirma que los aislados
procedentes del cerdo son resistentes a las penicilinas, especialmente a la Ampicilina y
sensibles al Levofloxacino y carbapenémicos. También destacan la resistencia del acido
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Nalidixico en mayor o menor medida y algunas resistencias en Cloranfenicol (Lewerin et al.,
2011; Ruiz et al., 2018; Yassin et al., 2017). Los valores de este estudio respecto al cerdo se
parecen en gran medida a los estudios contrastados y aunque haya variaciones, se podrian
considerar unos resultados validos.

En cuanto a las bacterias multirresistentes aisladas en este estudio, 5 de ellas proceden de
carne de cerdo, siendo estas Serratia ficaria, Serratia odorifera (2), Enterobacter cloacae y E.
coli, han manifestado mucha resistencia a penicilinas, algo a quinolonas, fenoles vy
cefalosporinas.

Antibidticos en cepas procedentes de pollo
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Grafico 2: antibidticos resistentes, intermedios y sensibles encontrados en los aislados procedentes de
muestras de pollo.

AMC: Amoxicilina; AMP: Ampicilina; CAZ: Ceftazidima; CRO: Ceftriaxona; CTX: Cefotaxima; CIP: Ciprofloxacino;
IMP: Imipenem; LEV: Levofloxacino; NA: Acido Nalidixico; C: Cloranfenicol.

En los microorganismos aislados analizados fenotipicamente procedentes del pollo (gréfico 2)
se registré que el mayor porcentaje de resistencia estd asociado con las penicilinas, de la
familia de los antibidticos betalactamicos, siendo estas AMC (84,6%) y AMP (84,6%). Seguido
de estos dos antibidticos, destaca la resistencia a la quinolona NA (38,4%); un 38,4%
presentaron resistencia a la quinolona CIP; un 30,7% de resistencia corresponde con las
cefalosporinas CRO y CTX; el Cloranfenicol mostré una resistencia del 23%, y, por ultimo, la
cefalosporina CAZ solo obtuvo un 7,7% de resistencia. Por el contrario, de todas las quinolonas
analizadas, solamente Levofloxacino presentaba total susceptibilidad, al igual que ocurrié con
el Imipenem, antibidtico carbapenémico. En este caso, todas las cepas que no presentaron
resistencias procedieron de las muestras analizadas de pollo, siendo estas E4, E5, E19, E20,
E25, E26 y S9. Como ha ocurrido con el cerdo, varios estudios destacan un gran porcentaje de
resistencia a las penicilinas y en parte al Acido Nalidixico (Ruiz et al., 2018; Yassin et al., 2017).
En el pollo se han observado tendencias crecientes de resistencia a los antibiéticos
pertenecientes a la familia de las quinolonas (AESAN, 2022), pero en nuestro estudio apenas
se han detectado resistencias a esta familia, solo el Ciprofloxacino, el resto fueron sensibles o
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intermedios. Este resultado se considera positivo ya que se mantiene la sensibilidad a estos
antibidticos por lo que su uso se considera eficaz para su tratamiento en caso de infeccién.

En cuanto a las cepas multirresistentes encontradas en el estudio, los 2 restantes proceden
del pollo, siendo estas Serratia odorifera y E. coli y presentando un alto porcentaje de
resistencia a las penicilinas, algunas quinolonas, fenicoles y cefalosporinas.

28



TFG Marta Enguidanos Garcia

5. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos respecto a E. coli son favorables, ya que las cantidades de UFC/g
detectadas en las muestras de carne han cumplido con el criterio microbioldgico establecido.
Ninguna muestra ha sobrepasado el limite establecido lo que indica que la carne resulta apta
para el consumo humano, siempre y cuando se cumplan las normas de higiene y manipulacion
de estos alimentos.

En una muestra de pollo se encontraron valores mas altos de E. coli, aunque cumplia con la
norma. Esta muestra de cuarto trasero de pollo contenia parte de la cloaca, por lo que se
demuestra que dependiendo de la parte del animal que se consuma, se encontrard un
microorganismo u otro en mayor o menor cantidad, por ello hay que mantener una correcta
manipulacidon e higiene para evitar la contaminacién cruzada y garantizar el adecuado
cocinado.

La detecciéon de E. coli en las muestras no mostré dependencia del comercio donde se
compraron, sin embargo, en todos los casos se aislaron mas cepas en la carne de pollo.

Se aislé Salmonella spp. en cuatro de las muestras analizadas, lo que significa que no cumplian
con el criterio microbioldgico establecido. Aunque se sabe que un cocinado adecuado elimina
el patdégeno, sigue existiendo un riesgo debido a la necesidad de manipular correctamente
estos alimentos para evitar contaminaciones cruzadas.

Tanto las muestras de pollo como las de cerdo presentaron Salmonella spp. por igual, lo que
sugiere que el tipo de carne y la presencia del patégeno en este estudio son independientes
tanto del tipo de carne como del establecimiento.

En cuanto a la identificacidn de las cepas de interés en los distintos medios, se detectaron 8
tipos de bacterias resistentes a antibidticos pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae,
este hecho supone un potencial riesgo para su consumo sobre todo en pacientes
inmunomprometidos.

Tanto en pollo como en cerdo no se ha detectado ningun tipo de resistencia a los antibidticos
carbapenémicos ni a Levofloxacino y las resistencias mas frecuentes han sido las de
Amoxicilina y Ampicilina, ya que estas son penicilinas muy usadas en muchos ambitos, ya sea
en hospitales o en la industria alimentaria.

Se detectaron 7 bacterias multirresistentes y otras cepas han presentado resistencia a uno o
dos antibidticos por lo que su vigilancia se hace necesaria para garantizar una correcta
seguridad alimentaria de estos productos.
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