AR UNIVERSITAT \
CEUNSE) PoLITECNICA =~
T L-) |: V-ix L [_ N (, | A Escala Tecnica Superior

d'Enginyeria Agranbmica i del Medi Natural

UNIVERSITAT POLITECNICA DE VALENCIA

Escuela Técnica Superior de Ingenieria Agronomica
y del Medio Natural

Caracterizacion de la resistencia fenotipica y presencia de
genes de resistencia a antibioticos betalactamicos y
carbapenémicos en bacterias aisladas de productos

agricolas frescos cultivados en Valencia.

Trabajo Fin de Grado

Grado en Biotecnologia

AUTOR/A: Gonzalez Pampliega, Claudia
Tutor/a: Jiménez Belenguer, Ana Isabel
Cotutor/a externo: Moreno Trigos, M2 Yolanda

CURSO ACADEMICO: 2023/2024



Ls]

ilama

Escuela Técnica Superior ‘--_A - Instituto de Ingenieria del
de Ingenieria Agronémica A Medio Ambient
y del Medio Natural gua y Medio Ambiente

Caracterizacion de la resistencia fenotipicay
presencia de genes de resistencia a antibioticos
betalactamicos y carbapenémicos en bacterias
aisladas de productos agricolas frescos

cultivados en Valencia.

Universitat Politecnica de Valencia

Escuela Técnica Superior de Ingenieria Agronémica y del Medio Natural

Grado en Biotecnologia

Autor/a: Claudia Gonzalez Pampliega
Tutor/a académico: Ana Isabel Jiménez Belenguer
Tutor/a externo: Yolanda Moreno Trigos

Curso académico: 2023/2024

Valencia, junio de 2024



CARACTERIZACION DE LA RESISTENCIA FENOTIPICA Y PRESENCIA DE GENES DE RESISTENCIA
A ANTIBIOTICOS B-LACTAMICOS Y CARBAPENEMICOS EN BACTERIAS AISLADAS DE
PRODUCTOS AGRICOLAS FRESCOS CULTIVADOS EN VALENCIA.

Resumen:

En los ultimos afios ha aumentado el consumo de verduras de cultivo ecolégico por la creencia popular
de que son mas saludables, al ser cultivados sin usar fertilizantes ni pesticidas sintéticos, generalmente
empleado estiércol. Sin embargo, el consumo de vegetales crudos puede suponer un riesgo para la
seguridad alimentaria, ya que pueden ser reservorios de bacterias resistentes a antibioticos (ARB) que
pueden llegar al consumidor a través de la cadena alimentaria, y provocar diversas infecciones mas
complicadas de tratar, asi como diseminar sus genes de resistencia a antimicrobianos (ARG) a otras
bacterias. Por ello, la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) considera la dispersién de ARB como una
de las principales amenazas para la salud publica hoy en dia. Asimismo, denomina de importancia
critica las Enterobacterias resistentes a cefalosporinas de tercera generacion y a carbapenémicos, por
ser productoras de enzimas B-lactamasas de espectro extendido (ESBL) y carbapenemasas, que
disminuyen la efectividad de estos antibioticos.

Este trabajo busca detectar bacterias Gram negativas, fundamentalmente Enterobacterias, resistentes
a antibidticos carbapenémicos o cefalosporinas de tercera generacidn en vegetales frescos de
consumo crudo cultivados en Valencia. Se estudiaron muestras de lechuga, kale, espinaca, rdcula y
chufa, de cultivo ecoldgico y convencional, donde se aislaron bacterias potencialmente resistentes que
fueron identificadas mediante MALDI-TOF. Se aislaron 51 cepas, ninguna perteneciente a la familia
Enterobacteriaceae, pero todas patdgenas oportunistas con un impacto creciente en el ambito
hospitalario. Se analizaron sus patrones de resistencia mediante antibiograma, siendo los antibidticos
carbapenémicos los que mas resistencias propiciaron, especialmente meropenem, mientras que
ceftazidima fue el que mayor sensibilidad mostré. Ademas, se encontré una pequefa diferencia entre
la prevalencia de aislados resistentes en cultivo ecoldgico y convencional.

La gran mayoria de aislados eran productores de ESBL, lo que muestra el potencial riesgo de las
bacterias aisladas en caso de infeccion. Se buscé también detectar ciertos ARG de tipo bla mediante
PCR vy electroforesis, pero todos los resultados obtenidos fueron negativos, por lo que es necesario
incrementar la cantidad de ARG estudiados y emplear otros métodos de deteccidén mas sensibles en
futuros estudios. Los resultados obtenidos han demostrado que, en efecto, los vegetales pueden ser un
reservorio de ARB oportunistas con numerosas resistencias y genes codificantes de ESBL, lo que puede
suponer un peligro especialmente para personas inmunocomprometidas. Por ello, es necesaria la
vigilancia de estas ARB y laimplementacién de medidas que mejoren la situacién actualy la perspectiva
de futuro.

Este trabajo se fundamenta en los ODS 2 (hambre cero), 3 (salud y bienestar), 12 (produccién y
consumo responsables) y 13 (accién por el clima).
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CHARACTERIZATION OF PHENOTYPIC RESISTANCE AND RESISTANCE GENES TO B-LACTAM
AND CARBAPENEM ANTIBIOTICS IN BACTERIA ISOLATED FROM FRESH PRODUCE GROWN IN
VALENCIA.

Abstract:

The consumption of organically grown vegetables has increased recently due to the popular belief that
they are healthier, as they are cultivated without synthetic fertilizers or pesticides, generally using
manure. However, consuming raw vegetables can threaten food safety, as they can be reservoirs of
antibiotic-resistant bacteria (ARB) that can reach consumers through the food chain, causing various
infections that are more difficult to treat, and can also spread their antimicrobial resistance genes (ARG)
to other bacteria. For this reason, the World Health Organization (WHO) considers the spread of ARB as
one of the major concerns to public health nowadays. They behold third-generation cephalosporin- and
carbapenem-resistant Enterobacteriaceae to be critically important because they produce extended-
spectrum B-lactamases (ESBL) and carbapenemases, which reduce the effectiveness of these drugs.

This essay seeks to detect Gram-negative bacteria, primarily Enterobacteriaceae, resistant to
carbapenem or third-generation cephalosporin antibiotics in fresh raw vegetables cultivated in Valencia.
Samples of lettuce, kale, spinach, arugula, and tiger nuts from both organic and conventional farming
were studied. Potentially resistant bacteria were isolated and identified by MALDI-TOF. A total of 51
strains were isolated, none belonging to the Enterobacteriaceae family, but all being opportunistic
pathogens with a growing impact in the hospital environment. Their resistance patterns were analyzed
using antibiograms, and carbapenem antibiotics were the most resisted, especially meropenem, while
ceftazidime showed the highest sensitivity. Additionally, a slight difference was found between the
prevalence of resistant isolates in organic and conventional farming.

Most of the isolates were ESBL producers, highlighting the potential risk of the isolated strains in case of
infection. Certain bla-type ARGs were also searched using PCR and electrophoresis, despite all results
being negative, suggesting the need to increase the number of ARGs studied and to use more sensitive
detection methods in future studies. These results indicate that vegetables can be reservoirs of
opportunistic ARB with numerous resistances and ESBL genes, posing a particular risk for
immunocompromised individuals. Therefore, it is necessary to thoroughly monitor this ARB and
implement measures to improve the current situation and future outlook.

This work is based on SDGs 2 (zero hunger), 3 (good health and well-being), 12 (responsible
consumption and production) and 13 (climate action).
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I. INTRODUCCION

1. CULTIVO ECOLOGICO

1.1. Definicion y normativa

La produccion ecoldgica es una forma de gestién y produccion agroalimentaria que combina mejores
practicas ambientales con el mantenimiento del bienestar animal, la biodiversidad y los recursos
naturales, para obtener una produccion acorde a las preferencias y filosofia de ciertos consumidores
(Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacién, 2024). Busca obtener alimentos empleando
sustancias y procesos naturales, haciendo un uso responsable de la energia y los recursos para causar
el minimo impacto ambiental posible que garantice, ademads, un mercado equitativo y justo para
productores y distribuidores (CE, 2024a). La agricultura ecoldgica implica cadenas de suministro mas
cortas y ofrece nuevas oportunidades a pequefios agricultores, lo que resulta en consonancia con los
principios de la Unién Europea (UE) de promover practicas sostenibles que permitan alcanzar los
objetivos del Pacto Verde Europeo relativos al clima, medioambiente, transporte y agricultura (CE,
2024b; Consejo de la Unidn Europea, 2024).

Para que el mercado ecolégico cumpla con lo que promete, la UE establece una normativa referida a
todas las fases del proceso de produccidn agricola: la produccion, la distribucién y la comercializacién
de productos (CE, 2024a). Regula acerca de semillas y otros materiales de reproduccion, de productos
agricolas vivos o0 no transformados, piensos, y productos agricolas transformados destinados a la
alimentaciéon humana (CE, 2024c).

Para que un productor pueda comercializar sus productos como ecoldgicos, debe darse de alta ante el
organismo de control pertinente (CE, 2024a). Los agricultores ecolégicos no tienen permitido el uso de
abonos sintéticos, radiaciones ionizantes, organismos modificados genéticamente (OMG) ni hormonas.
A su vez, esta muy restringido el uso de fertilizantes artificiales, herbicidas, plaguicidas y antibiéticos,
de modo que tan solo pueden emplear ciertos plaguicidas quimicos aprobados por el Reglamento (UE)
n.© 2018/848 sobre produccidn ecoldgica (CE, 2024b). Con el fin de mantener la fertilidad del suelo de
manera natural sin necesidad de fertilizantes sintéticos, los productores ecolégicos pueden poner en
practica la rotacién de cultivos, el cultivo de plantas de fijacidn de nitrégeno y otros cultivos de abonos
verdes, y también elegir variedades y técnicas que fomenten el control natural de plagas para evitar el
uso de plaguicidas (CE, 2024c). De hecho, el estiércol es el fertilizante mas ampliamente utilizado en
cultivo ecoldgico (Sun et al., 2019). La normativa regula también las etapas posteriores a la obtencién
de los vegetales, como son el almacenamiento, transformacion, transporte, distribucién o suministro,
estableciendo que los alimentos ecoldgicos deben estar separados en espacio y tiempo de aquellos
que no lo sean (CE, 2024c).

1.2. Importancia del cultivo y consumo ecolégico

a. EnlaUnién Europea

La superficie dedicada a la produccién ecoldgica en la UE fue de 15,6 millones de hectareas en 2021, lo
que supone un incremento del 4,7 % con respecto a 2020, y del 59,6 % con respecto a 2011, y se



traduce en que el 11,2 % de la superficie agricola total de la UE se destina a agricultura ecoldgica
(Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacion, 2023; Comité d’Agricultura Ecologica Comunitat
Valenciana, 2022). EL consumo ecoldgico alcanzé en 2021 los 46.665 millones de euros, y ha registrado
un incremento del 190 % en los ultimos 10 afos, reflejando asi el gran crecimiento de este mercado en
los ultimos afos (Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacion, 2023). La Comision Europea (CE), en
el marco de sus estrategias sobre Biodiversidad, establece el objetivo de que en 2030 al menos el 25 %
de las tierras agricolas de la UE se utilicen para agricultura ecoldgica (CE, 2024b). Para fomentarlo se
basa en tres pilares: estimular la demanda y garantizar la confianza de los consumidores para animar a
agricultores a convertirse a la agricultura ecoldgica, estimular la conversion a la agricultura ecologica y

aumentar la contribucidn de la agricultura ecoldgica a la sostenibilidad (CE, 2024d).

b. EnEspana

Espana contaba en 2021 con 2,6 millones de hectareas dedicadas a produccion ecoldgica, de forma
que es el séptimo pais en cuanto a superficie ecoldgica a nivel mundial, y el segundo a nivel europeo,
por detras de Francia. La superficie empleada para cultivo ecolégico en 2021 representaba casi un 11
% de la superficie agraria total utilizada en Espafia, valor que se mantiene al alza. La mayor produccion
ecoldgica vegetal procede de hortalizas, patatas, citricos, uva y aceituna. Teniendo en cuenta que el
crecimiento en la produccion ecolégica ha sido superior al incremento de superficie cultivada, se
muestra un incremento en la productividad de dicha superficie (Ministerio de Agricultura, Pesca y
Alimentacion, 2023).

De los alimentos ecolégicos mas comprados, destacan aquellos de origen vegetal, que supusieron el
69 % de la masa total de produccion ecoldgica comprada en Espafia en 2023 (ECOVALIA, 2023). De
entre ellos, los mas consumidos son las frutas y verduras frescas, que en conjunto representan casi el
36,5 % del consumo total de productos ecoldgicos. A pesar del gran dato de produccion, el consumo
espafiol de productos ecoldgicos supone tan solo el 2,1 % del consumo mundial, lo que demuestra que
Espafia es un pais principalmente exportador de este tipo de productos. De hecho, tiene un papel
importante a nivel mundial en el comercio de ciertos productos ecoldgicos, como son los citricos, el
aceite de oliva y vino, hortalizas, cereales y frutas (Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacién,
2023).

c. EnlaComunidad Valenciana

En 2022, la superficie ecoldgica certificada en la Comunidad Valenciana (CV) era de 153.774 hectareas,
tan solo un 0,18 % mas que el ano anterior, pero un 129 % mas de superficie que en 2012. Esto
demuestra que, aunque el cultivo ecoldgico ha sufrido un gran auge en los ultimos afios, sus valores
estan estabilizandose. Sin embargo, la CV esta cerca de conseguir el objetivo europeo de dedicar al
menos el 25 % de su superficie agraria Util para cultivo ecoldgico, pues en 2021 ya habia alcanzado el
20,5 %. La facturacién del sector ecolégico mostrd un incremento del 373 % desde 2015 hasta 2022.
Al igual que ocurre con la produccion espafola, gran parte de la produccién valenciana se destina a
exportaciones, y tan solo el 16 % se consume en la propia comunidad (Comité d’Agricultura Ecoldgica

Comunitat Valenciana, 2022).



1.3. Diferencias con respecto al cultivo convencional

La preferencia de ciertos sectores de la poblacion hacia alimentos de cultivo ecolégico se produce por
diversos motivos: demostrar apoyo a una industria mas amable y respetuosa con el medioambiente,
consumir productos que no contengan pesticidas ni otras sustancias adicionadas, y en algunas
ocasiones, por la creencia popular de que estos productos contienen una mayor cantidad de nutrientes
0 son mas beneficiosos para la salud (Misner y Armstrong Florian, 2013; Jiménez-Belenguer et al.,
2023).

Son escasos los estudios que han investigado si los alimentos ecoldgicos son mas saludables y tienen
algun tipo de efecto beneficioso en el organismo o en la prevencion de enfermedades, de forma que no
hay conclusiones sélidas al respecto. Asimismo, es complicado llevar a cabo estudios que demuestren
el efecto beneficioso de alimentos ecoldgicos frente a los convencionales, pues existe un gran sesgo:
los consumidores que tienden a consumir productos ecolégicos suelen tener habitos de vida mas
saludables, consumiendo mas frutas, verduras y legumbres, y menos carnes. Esto dificulta conocer si
los efectos beneficiosos del cultivo ecoldgico proceden de este, o del estilo de vida saludable que llevan
quienes los consumen (Mie et al., 2017).

No obstante, la gran restriccion de sustancias sintéticas que se pueden usar en el cultivo ecolégico hace
que los productos obtenidos tengan un menor contenido en pesticidas. Un gran consumo de frutas y
verduras de cultivo convencional por parte de los consumidores se traduce en un alto contenido de
pesticidas en excreciones urinarias, que se ve reducido cuando el consumo es de productos de origen
ecoldgico. Sabiendo que algunos pesticidas pueden ser peligrosos por tener efectos neurotéxicos,
carcinogénicos y de disrupcion endocrina, se puede considerar ventajoso el consumo de productos que

contengan menores cantidades de estos productos (Mie et al., 2017).

Existen distintas razones que hacen que el consumo de productos ecoldgicos sea aun minoritario.
Segun el estudio llevado a cabo por Mazur-Wtodarczyk y Gruszecka-Kosowska (2022) en Polonia, los
principales motivos eran la imposibilidad de adquirir productos ecoldgicos en el entorno cercano, su
elevado precio, y la ausencia de ventajas reales con respecto al cultivo convencional. En efecto, la
agricultura ecoldgica resulta mas cara por eluso de métodos mas extensivos y productos naturales, que
proporcionan rendimientos inferiores y aumentan los costes de produccién. El plan de accién para el
desarrollo de la produccion ecoldgica de la CE tiene esto en cuenta, y por tanto propone medidas que
subsanen este inconveniente y contribuyan a la extensién del consumo de vegetales de produccién
ecoldgica (CE, 2024b).

2. SEGURIDAD ALIMENTARIA EN EL CONTEXTO DE “ONE HEALTH”

2.1. Seguridad alimentaria

Las enfermedades de transmision alimentaria son causadas por la contaminacién de los alimentos por
bacterias, virus, parasitos o sustancias quimicas en alguna de las etapas de produccidn, suministro o
consumo, debido a contaminacién ambiental o polucién del agua, suelo o aire. Esto supone un gran
problema de salud publica y repercute, a su vez, en la economia, por lo que es fundamental garantizar

el acceso a alimentos inocuos y nutritivos de calidad (OMS, 2023a). Una forma importante de



contaminacion del suelo de cultivo de vegetales es el empleo de estiércol y agua de riego contaminados
con bacterias (Rico y Falomir, 2020).

Para proteger la salud humana y gestionar los posibles riesgos alimentarios, existen diferentes
entidades anivel europeo y nacional. La Agencia Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA, por sus siglas
en inglés European Food Safety Authority) colabora con el Centro Europeo para la Prevencion y el
Control de las Enfermedades (ECDC por sus siglas en inglés, European Centre for Disease Prevention)
para ofrecer asesoramiento sobre enfermedades zoonéticas transmitidas por alimentos y para tomar
decisiones a escala europea (EFSA, 2024). Asi, se busca garantizar que los productos a disposicion de
los consumidores son seguros y no presentan riesgos para la salud.

2.2. Enfermedades de transmision alimentaria

Las enfermedades transmitidas por alimentos estdn causadas por el consumo de productos
alimentarios 0 agua contaminados por microorganismos patdgenos, que penetran en el organismo a
través del tracto gastrointestinal. Son una amenaza importante para la salud publica mundial, dado que
en se notifican alrededor de 350.000 casos al afio tan solo en la UE (EFSA, 2024). A nivel mundial, se
calcula que anualmente enferma una de cada diez personas por la ingesta de alimentos contaminados,
lo que deriva en mas de 420.000 muertes anuales (OMS, 2023a). EL 40 % de los casos se dan en nifios
menores de 5 afos (OMS, 2024a).

Para reducir el riesgo de padecer enfermedades de transmisidn alimentaria provocadas por bacterias,
es necesario adoptar medidas de prevencion y control en la cadena alimentaria (EFSA, 2024). La
Organizacion Mundial de la Salud (OMS, 2024b) propone una guia de las “Cinco claves para cultivar
frutas y hortalizas mds seguras: promover la salud mediante la disminucion de la contaminacidn
microbiana”, donde se insta a los agricultores a: practicar una buena higiene personal, proteger los
campos de la contaminacién fecal por animales, emplear residuos fecales tratados, evaluar y gestionar
los riesgos del agua de riego empleada, y mantener los equipos de cosecha y almacenamiento limpios.
Del mismo modo, el Manual sobre las cinco claves para la inocuidad de los alimentos de la OMS busca
recoger una serie de medidas que aseguren la salubridad de los alimentos. Una de las directrices incita
a cocinar completamente los alimentos para eliminar los posibles patégenos presentes, mientras que,
para los productos de consumo en crudo donde esto no es posible, se recomienda lavarlos
adecuadamente con agua limpia (OMS, 2007). En caso de que la coccidén o desinfeccién no sea

adecuada, los patdégenos pueden entrar en la cadena alimentaria y provocar infecciones.

De entre los posibles microorganismos patégenos que se pueden encontrar en alimentos, destacan
Salmonella, Escherichia coli (E. coli), Campylobacter, Yersiniay Listeria monocytogenes.

Salmonella es un bacilo Gram negativo de la familia Enterobacteriaceae que causa salmonelosis, una
enfermedad gastrointestinal que, aunque generalmente es leve, puede llegar a provocar la muerte a la
poblacion de riesgo. Se caracteriza por la aparicién de fiebre, dolor abdominal, diarrea, nauseas y
vomitos. Se transmite a través de la cadena alimentaria por alimentos contaminados procedentes de
animales portadores de la bacteria, generalmente huevos, leche y carnes. Sin embargo, otra via de
transmisién pueden ser las hortalizas cultivadas en tierras con estiércol contaminado, pues la bacteria

se puede transmitir por via fecal-oral (OMS, 2024b).



Listeria monocytogenes es un bacilo Gram positivo que causa listeriosis, enfermedad sistémica no muy
frecuente pero si grave que suele estar asociada al consumo de productos carnicos preparados
contaminados, asi como algunos productos lacteos, ensaladas, frutas y hortalizas. Las hortalizas
pueden contaminarse con esta bacteria por la contaminacién del suelo o por el uso de estiércol como
fertilizante. La listeriosis es especialmente peligrosa para embarazadas, ancianos y personas
inmunodeprimidas. Un aspecto a destacar es que esta bacteria puede sobrevivir a bajas temperaturas

y multiplicarse en condiciones de frio (OMS, 2023b).

E. coli es una bacteria Gram negativa comun y generalmente inocua. Sin embargo, algunas cepas
producen una toxina, Shiga, que puede causar enfermedades graves y potencialmente mortales como
el sindrome hemolitico urémico. Estas derivan de la contaminacién de carne o leche cruda, de hortalizas
cultivadas con estiércol contaminado, y en ocasiones, se debe a contaminacidén cruzada de otros
alimentos. Es més, se havisto aumentado el nimero de brotes de E. coli asociados al consumo de frutas
y verduras contaminadas con heces de animales, y se ha aislado también esta bacteria de diferentes
masas de agua (OMS, 2024c).

2.3. Patogenos criticos: bacterias resistentes a antibioticos

Los antibidticos son farmacos empleados para el tratamiento de enfermedades causadas por bacterias.
Su uso excesivo e indebido en ciertas ocasiones en salud animal y humana ha propiciado la aparicion
de bacteriasresistentes a antibiéticos (ARB) que no responden a los tratamientos previamente efectivos
(OMS, 2024a). Las ARB pueden introducirse en la cadena alimentaria y causar infecciones mas dificiles
de tratar y que incrementan la mortalidad en el consumidor final (OMS, 2024d). Por otra parte, pueden
contribuir a la diseminacién de genes de resistencia a otras bacterias al colonizar el intestino e
intercambiar estos genes con las bacterias intestinales (Chelaghma et al., 2021). Por ello, en 2019 la
OMS declaré que la resistencia a antimicrobianos (AMR) era una de las diez amenazas principales
mundiales para la salud publica (CE, 2024e).

La prevalencia de ARB de importancia critica asociadas a la atencidn sanitaria sigue siendo muy alta
(EFSA, 2022). Se ha observado un aumento en las tasas de resistencia a los antibidticos mas
comunmente empleados en infecciones bacterianas comunes como son las infecciones urinarias, de
transmisién sexual o las que desencadenan diarrea (OMS, 2024e). Se ha dado también un incremento
en la resistencia a antibidticos de ultima linea, como es el caso de la vancomicina o los
carbapenémicos, lo que tiene una gran trascendencia porque no existen muchas lineas de tratamiento

alternativas a la ineficacia de estos farmacos (EFSA, 2022).

Segun informan la EFSA y el ECDC, se remarca la importancia de cepas de Klebsiella pneumoniae
resistente a cefalosporinas de tercera generaciéon (C3G), de Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter
spp. y Salmonella spp. resistentes a carbapenémicos, y de E. coli resistente a fluoroquinolonas y
cefalosporinas de tercera generacién (EFSA, 2022; OMS, 2024d). En el caso de concreto de Klebsiella
pneumoniae, que provoca enfermedades nosocomiales como la neumonia, septicemia u otros tipos de
infecciones, su tratamiento de Ultimo recurso eran los antibiéticos carbapenémicos; sin embargo, se

han propagado cepas resistentes a estos farmacos por todo el mundo. Por tanto, es necesario el estudio



de la evolucidn de las resistencias y desarrollo de nuevos tratamientos para bacterias Gram negativas
criticas resistentes a carbapenémicos y cefalosporinas de tercera generacion (OMS, 2024d).

La OMS publicé en mayo de 2024 la lista actualizada de patogenos prioritarios que requieren de una
especial atencidn por la presencia de cepas resistentes a antibiéticos. En ella se clasifican las diferentes
bacterias en tres categorias: critica, alta y media. Para su elaboracién se tienen en cuenta las
infecciones a nivel mundial y el impacto en la salud publica de cada patdgeno. Los patdgenos de
prioridad critica son amenazas peligrosas a nivel mundial por su resistencia a tratamientos
farmacologicos y las escasas alternativas disponibles, su gran transmisibilidad y su capacidad de
transmitir genes de resistencia a antibiéticos (ARG) a otras bacterias. Entre los patégenos criticos se
encuentran los Enterobacterales resistentes a cefalosporinas de tercera generacion y Enterobacterales
resistentes a carbapenémicos. Esto refleja la gran peligrosidad de dichos patégenos y la necesidad de
una vigilancia exhaustiva de la evolucién de sus resistencias (OMS, 2024e).

2.4. Concepto de One Health e implicacion contra las resistencias antimicrobianas

Las enfermedades de transmision alimentaria y la AMR son problemas prioritarios y complejos que
requieren un planteamiento transversal y consolidado. De este modo, la iniciativa “One health” o “Una
sola salud” de la OMS busca reunir a diferentes sectores involucrados en la salud de los humanos,
animales, plantas y medioambiente para estrechar la comunicaciéon y desarrollar programas y
normativas para mejorar la salud publica mundial (OMS, 2024d). Reconoce que la salud de las
personas, animales, plantas y medioambiente estan estrechamente relacionados y son
interdependientes, y por ello, busca equilibrar y unificar la salud global mediante medidas que

repercutan en todos los sectores.

La CE adoptd en 2017 un plan de accién para abordar la problematica de la resistencia antimicrobiana
desde el enfoque de One Health: el Plan tnico de accidn sanitaria contra la resistencia antimicrobiana.
Las medidas de la UE se han centrado en el uso racional de antibiéticos, la mejora en la prevencién de
infeccionesy el fortalecimiento de la vigilancia de las resistencias a antimicrobianos. Del mismo modo,
se remarca la importancia de la investigacion e innovacion en el desarrollo de nuevos antimicrobianos
(EFSA y ECDC, 2024). Por otra parte, la OMS desarrolla la herramienta “AWaRe” para clasificar los
antibiéticos en tres grupos en funcién de la restriccion que deba haber para cada uno de ellos,
reservando asi los antibidticos de ultimo recurso para cuando sean estrictamente necesarios (PRAN,
2024).

En el marco nacional, se desarrolla en 2014 el Plan Nacional de Resistencia a Antibiéticos (PRAN) como
respuesta a la solicitud de la CE para tratar la problematica. Este plan de accién busca reducir el riesgo
y la diseminacion de las resistencias a antibidticos para reducir el impacto en la salud humana mundial
(PRAN, 2023). Para ello, aplica medidas como vigilar el consumo de antibiéticos, controlar las

resistencias bacterianas, y formar a profesionales sanitarios en el uso de antibiéticos.

2.5. Objetivos de Desarrollo Sostenible

En 2015 las Naciones Unidas adoptaron 17 Objetivos de Desarrollo Sostenible (ODS) como proyecto



mundial comun para poner fin a la pobreza, proteger el planeta, y garantizar la paz de cara al afo 2030
(Programa de las Naciones Unidas para el Desarrollo, 2024).

El presente trabajo se fundamenta en varios Objetivos de Desarrollo Sostenible, al ser la salubridad de
los alimentos una aspiracion de vital importancia, y al suponer la presencia de AMR un riesgo para la
salud publica mundial. Por ello, el proyecto se centra en los ODS2: hambre cero y ODS 3: salud y
bienestar, por buscar una produccién mas sostenible y segura. Se respalda también en los ODS 12:
produccién y consumo responsables y ODS 13: accién contra el clima, al estudiar una forma de cultivo
mas respetuosa con el medioambiente, que busca disminuir la huella de carbono, y una gestién de los
recursos mas eficiente.

3. ANTIBIOTICOS Y SU PROBLEMATICA: APARICION DE RESISTENCIAS

La introduccidn de los antibiéticos en la clinica durante el siglo XX ha sido uno de los avances médicos
mas importantes hasta la fecha (Alds, 2015). Se considera el pasado siglo como la época dorada de los
antimicrobianos, pues se descubrieron mas de 20 clases de antibidticos, y algunos de ellos se siguen
usando en la actualidad (Uddin et al., 2021). El surgimiento de los antimicrobianos ha contribuido a
reducir la mortalidad por enfermedades infecciosas, que era la principal causa de muerte a principios
del siglo XX, ademads de aumentar la esperanza de vida de la poblacién. Asimismo, han contribuido al
avance de la cienciay medicina al mejorar las condiciones sanitarias de algunas intervenciones médicas
(Alés, 2015; Tang etal.,, 2023). No obstante, su eficacia depende de diversos factores, donde la
estructura'y composicion tanto del farmaco como de la bacteria tienen un papel crucial.

3.1. Tipos de antibioticos

Para que los antimicrobianos sean efectivos contra las bacterias, deberan atravesar en primer lugar la
cubierta bacteriana, que varia en funcién del tipo de bacteria que se trate. Las bacterias Gram negativas
poseen una membrana celular externa, lo que hace que ofrezcan una mayor resistencia que las
bacterias Gram positivas al paso de sustancias. Una vez en el interior, los antibiéticos deben evitar ser
hidrolizados o transformados en otros productos, ademas de tener la misién de reconocer su diana
especifica. Los antimicrobianos pueden ejercer su accidén sobre diferentes estructuras o alterando
diferentes funciones a nivel molecular (Calvo y Martinez-Martinez, 2009):

3.1.1. Antibiéticos que inhiben la sintesis de la pared bacteriana

La gran diferencia entre la osmolaridad del citoplasma bacteriano y el medio en el que se encuentra la
bacteria se mantiene gracias a la pared celular. Ante la destruccién de esta barrera, el gradiente de
osmolaridad conllevaria a la muerte del microorganismo. En este mecanismo se basan los antibiéticos
que inhiben la sintesis de la pared bacteriana en alguna de sus tres fases, y para que sean efectivos, es
necesario que la bacteria se encuentre en un medio isoténico o hiperténico (Calvo y Martinez-Martinez,
2009). El hecho de que no haya peptidoglicanos en las células animales hace que estos antibiéticos
sean muy selectivos, y de este modo disminuye la toxicidad hacia células humanas (Uddin et al., 2021).



La pared celular bacteriana esta formada por peptidoglicanos entrelazados, compuestos por cadenas
alternantes de dos azucares, N-acetilglucosamina (NAG) y acido N-acetilmuramico (NAM). ALNAM se
le une un péptido de cuatro o cinco aminoacidos en conformacion D y L. Uno de estos aminoacidos es
D-alanina, que se une a otros residuos iguales formando dipéptidos D-alanina— D-alanina, responsables

del entrecruzamiento de cadenas (Uddin et al., 2021; Kim et al., 2023).

La fosfomicina (fosfonopéptido) y cicloserina (isoxazolidinona) actdan en la primera fase de la sintesis
de peptidoglicano, bloqueando la sintesis de los precursores al inhibir alguna de las enzimas
responsables. La bacitracina, por su parte, bloquea al transportador que traslada los precursores desde
el citoplasma hasta la membrana plasmatica (Calvo y Martinez-Martinez, 2009).

Son numerosos los antibidticos que actuan sobre la etapa de organizacion estructural del
peptidoglicano, pudiendo dividirse en dos grandes grupos: glucopéptidos y B-lactdmicos. Los
glucopéptidos, como la vancomicina y la teicoplanina, se unen a los terminales aminoacidicos del
precursor del peptidoglicano e impiden asi la uniéon de enzimas glucosiltransferasas y transpeptidasas.
De esta forma se bloquea la sintesis del peptidoglucano, proporcionando una pared defectuosa que
conlleva a la muerte bacteriana. El gran tamafio de este tipo de farmacos hace que no puedan atravesar
la pared bacteriana de las Gram negativas, de modo que sélo son efectivas contra microorganismos
Gram positivos (Calvo y Martinez-Martinez, 2009; Kohanski et al., 2010).

Por su parte, los antibiéticos B-lactdmicos inhiben las fases finales de la sintesis de los peptidoglicanos,
donde los componentes se entrelazan mediante la accion de las proteinas fijadoras de penicilina (PBP)
con actividad transpeptidasa, transglucosilasa y carboxipeptidasa. Los antibiéticos de este grupo se
caracterizan por tener un anillo lactamico cuadrado con un grupo carbonilo en posicién B con respecto
a un nitrogeno (Kim et al.,, 2023). Esta estructura se asemeja al dipéptido D-alanina — D-alanina del
extremo terminal del peptidoglicano, que supone el sustrato principal de las enzimas PBP, tal y como
se muestra en la Figura 1. Cuando el antibiético se une a las enzimas PBP, bloquea su actividad e impide
la formacién de un peptidoglicano estable que proporcione rigidez a la pared celular (Wanger etal.,
2017). Los antibidticos B-lactamicos son los mas efectivos y por tanto los mas usados. Se clasifican en

penicilinas, cefalosporinas, monobactamicos y carbapenémicos (Kim et al., 2023).
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Figura 1. Estructura del dipéptido D-Alanina-D-Alanina que conforma el peptidoglicano de la pared celular
bacteriana, y su similitud con la estructura de los cuatro grupos que conforman los antibiéticos B-lactdmicos:
penicilinas, cefalosporinas, carbapenémicos y monobactamicos. Adaptado de "Structural Insights for B-Lactam
Antibiotics” por Kim, D. et al. (2023). Biomolecules & Therapeutics, 31(2), 141-147.



El avance de las cefalosporinas ha estado marcado por la aparicién de resistencias a las mismas, lo que
ha propiciado el desarrollo constante de nuevos farmacos clasificados en generaciones. Las
cefalosporinas de tercera y cuarta generacion se caracterizan por su amplio espectro de actividad y su
mayor eficacia contra bacterias Gram negativas. Sin embargo, el surgimiento de B-lactamasas de
espectro extendido (ESBL) compromete su efectividad (Wanger etal., 2017). Los antibidticos
carbapenémicos son farmacos de amplio espectro que se emplean para diversos tipos de infecciones
por su capacidad para resistir la accién de B-lactamasas. Sin embargo, si son sensibles a la accién de

enzimas carbapenemasas presentes en algunas bacterias Gram negativas (Bush y Bradford, 2016).

3.1.2. Antibidticos activos en la membrana plasmatica

Los farmacos que actuan sobre la membrana plasmatica alteran su permeabilidad para provocar la
salida o entrada de diferentes iones que alteren la concentracion 6ptima del medio citoplasmatico, o la
pérdida de metabolitos esenciales para la supervivencia celular. Es el caso de las polimixinas,
lipopéptidos, los antibidticos poliénicos, los iondforos y los formadores de poros. Estos farmacos
pueden producir dafos también a las células humanas (Calvo y Martinez-Martinez, 2009).

3.1.3. Antibiéticos inhibidores de la sintesis proteica

La diferencia estructural entre los ribosomas bacterianos y los eucariotas permite inhibir la sintesis
proteica bacteriana sin afectar al proceso homédlogo en las células humanas. Los ribosomas
bacterianos contienen dos subunidades de ARN ribosémico y proteinas, que constituyen dianas de
numerosos antibiéticos (Calvo y Martinez-Martinez, 2009):

Los antibidticos inhibidores de la fase de activacién bloquean las enzimas aminoacil ARNt sintetasa,
que unen el aminodcido pertinente y lo trasladan al péptido en formacién. Por ejemplo, la mupirocina
inhibe la isoleucil-ARNt-sintetasa y bloquea asi la unién de la isoleucina a la proteina que se esta
sintetizando, dando lugar a estructuras disfuncionales (Calvo y Martinez-Martinez, 2009). Los
antibidticos inhibidores del inicio de la sintesis proteica actuan sobre la unién del ARNt de
formilmetionina al codén del ARNm donde se fija para comenzar la sintesis de la proteina. Aquellos de
la familia de las oxazolidinonas (como el linezolid) se unen a la subunidad grande ribosomal e impiden
la unién del formilmetionil-ARNt al mismo, evitando asi la formacién del complejo de iniciacion de la
sintesis proteica (Uddin et al., 2021).

Los aminoglucdsidos, por su parte, se unen a la subunidad pequefia del ribosoma provocando errores
de lectura que proporcionan proteinas defectuosas (Kohanski et al., 2010; Bassetti et al., 2013). Los
inhibidores de la fijacion del aminoacil-ARNt al ribosoma impiden la incorporacién de aminoacidos a la
cadena en formacion. Asifuncionan las tetraciclinas y glicilciclinas, que se unen a la subunidad pequefia
ribosomal y bloquean la unién del complejo aminoacil-ARNt al mismo (Kohanski et al., 2010). Los
antibidticos inhibidores de la elongacion bloquean la transpeptidacién, evitando la accién de la
peptidiltransferasa. Los macrélidos, lincosamidas, estreptograminas del grupo B, cetélidos vy
aminoglucésidos actuan en esta fase uniéndose al ARNr o alguna de las proteinas asociadas de la
subunidad 50S ribosomal (Calvo y Martinez-Martinez, 2009).



3.1.4. Antibiéticos que actuan sobre en el metabolismo o estructura de los acidos nucleicos

Algunos antibiéticos actuan sobre el ADN bacteriano, buscando inhibir la transcripcion y replicacion,
como es el caso de las rifamicinas y las quinolonas, o dafiando directamente las hebras, como los
nitroimidazoles y nitrofuranos. La similitud entre estos procesos en la célula procariota y eucariota hace
que estos farmacos no sean totalmente selectivos y puedan causar toxicidad en las células humanas
(Calvo y Martinez-Martinez, 2009). Las rifamicinas bloquean la sintesis de ARNr y ARNm mediante el
bloqueo de la enzima ARN polimerasa, reprimiendo el comienzo de la transcripcién. Las quinolonas, por
su parte, bloquean las topoisomerasas | y IV e impiden asi que el ADN sea desenrollado para su lectura
(Kohanski et al., 2010). Los nitroimidazoles y nitrofuranos son reducidos en el citoplasma bacteriano y
forman derivados toxicos que dafan el ADN bacteriano (Calvo y Martinez-Martinez, 2009).

3.1.5. Antimicrobianos que bloquean mecanismos de resistencia

Existen antibidticos que inhiben la actividad de las enzimas B-lactamasas, como son el acido
clavulanico, sulbactam y tazobactam. Se unen irreversiblemente a las B-lactamasas e impiden asi que
estas realicen su funcién (Calvo y Martinez-Martinez, 2009). El acido clavulanico se combina
generalmente con amoxicilina para tratar infecciones por bacterias productoras de pB-lactamasas, el
sulbactam combina con ampicilina, mientras que el tazobactam combina con piperaciclina. Ademas, la
apariciéon de ESBL y carbapenemasas ha impulsado el desarrollo de nuevos inhibidores, como son
avibactam, relebactam y vaborbactam. Este tipo de fArmacos ha mejorado la capacidad de tratamiento
de las infecciones causadas por bacterias resistentes (Bush y Bradford, 2016).

3.2. Resistencia antimicrobiana

La resistencia a los antimicrobianos se define como la incapacidad por parte de un antibiético de inhibir
el crecimiento bacteriano, lo que supone un fracaso del farmaco y favorece la propagacion del
microrganismo patégeno (EFSA y ECDC, 2024). La resistencia bacteriana a antibidticos puede ser
natural o adquirida, y resulta inevitable debido a capacidad de adaptacién de las bacterias para
sobrevivir y replicarse evitando cualquier posible adversidad. La resistencia natural puede ser innata,
siempre expresada en el microrganismo, o causada de forma normal por los mecanismos de cambioy
evolucién que poseen las bacterias, como son los cambios genéticos por mutacion o por la activacién
de cascadas genéticas que induzcan mecanismos de resistencia. Las mutaciones genéticas se dan de
forma aleatoria durante la replicacion, donde se pueden modificar algunos pares de bases y alterar asi
la secuencia aminoacidica de las proteinas resultantes. Esto puede afectar a la accién de algunas
enzimas o de organulos estructurales, propiciando la inefectividad de algunos antibiéticos (Uddin et al.,
2021). Las AMRs también pueden ser adquiridas de otras especies resistentes mediante la
transferencia horizontal de material genético por conjugacion, transformacion y transduccion (Alds,
2015).

La presion selectiva que ejerce el uso de antibidticos puede impulsar el desarrollo de resistencias, ya
que su uso puede derivar o bien en la muerte bacteriana o bien en la adquisicién de AMR al tratamiento
al haber desencadenado y activado alguno de los mecanismos de resistencia (Uddin et al., 2021). Estos
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pueden ser mecanismos de variacion genética como mutacién, recombinacién o transposicién, o la
activacion de cascadas que promuevan el intercambio de genes entre bacterias. Por consiguiente, la
presidn selectiva por el uso masivo de antibidticos durante los ultimos afnos ha contribuido a la
dispersion de ARGs (Alds, 2015).

3.2.1. Factores que favorecen la aparicion de resistencias

Algunos factores han propiciado que la aparicion de las ARM haya sido rapida y global. El desarrollo de
nuevas terapias antibioticas de forma acelerada y relativamente facil durante el udltimo siglo ha

conducido a un uso excesivo de los mismos, en ocasiones de forma inadecuada (Uddin et al., 2021).

El mal uso se debe en cierta medida a la prescripcidén inadecuada por parte de sanitarios, que en
ocasiones recetan antibidticos ante infecciones sin la certeza de que sean de origen bacteriano.
Ademas, se prescriben antibiéticos de amplio espectro en gran medida en lugar de aquellos que son del
espectro concreto necesario (Uddin et al., 2021; Tang et al., 2023). Por otro lado, el mal uso y/o abuso
de los antibidticos por parte de los pacientes también resulta problematico. Algunos de ellos se
automedican sin haber sido evaluados por un profesional sanitario, y otros, en cambio, no completan la
pauta indicada y pueden favorecer la supervivencia de superbacterias resistentes (De Sousa Oliveira
etal, 2016; Uddin et al., 2021).

El uso extensivo de antibidticos en ganaderia para engordar al ganado provocd que este fuera un
reservorio de bacterias resistentes con capacidad de propagarse al consumidor a través de la cadena
alimentaria (Uddin et al., 2021). Debido a esto, y que aproximadamente el 70 % de los antibiéticos
usados en salud humana son empleados también en ganaderia, esta practica se prohibié hace afios
mediante el Reglamento (CE) n°. 1831/2003 (2003). La UE y la OMS decidieron reducir y restringir los
farmacos que se pueden emplear en animales (Tang et al., 2023). Por otra parte, los desechos animales
pueden contener también bacterias patogénicas que, en caso de emplear el estiércol como fertilizante,
podrian contaminar cultivos y vegetales (Uddin etal., 2021). De hecho, se ha encontrado que los
vegetales ecoldgicos fertilizados con estiércol poseen mayores residuos de antibiéticos, lo que puede
favorecer la seleccion y proliferacion de ARB en estos vegetales, que podrian actuar como reservorios
de las mismas (Xu et al., 2016). Por ello, algunos autores sugieren que los alimentos frescos pueden
favorecer la propagacion de ARB. En China se identificé lechuga fresca contaminada con una cepa de
E. coli productora de carbapenemasas de las familias NDM y KPC, en Iran se encontraron bacterias
productoras de carbapenemasas en distintas verduras, y en Argelia se encontré Klebsiella pneumoniae
productora de la B-lactamasa OXA-48 en productos frescos (Taggar et al., 2020).

Por otra parte, el vertido de aguas con restos de antibiéticos al medioambiente supone también un
riesgo para la diseminacion y selecciéon de bacterias resistentes. Por ello se considera que las
depuradoras son también reservorios de posibles ARB patégenas (Alés, 2015).
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3.2.2. Mecanismos de resistencia

Existen cuatro mecanismos que pueden provocar que un antibiético deje de ser efectivo contra
bacterias: limitacion de la integracion del farmaco, modificaciones en la diana del antibidtico,
inactivacion del farmaco o excrecion del mismo. Conociendo las diferencias estructurales entre
bacterias Gram negativas y Gram positivas, cada grupo emplea diferentes métodos: mientras que
aquellas Gram negativas pueden emplear cualquiera de los cuatro mecanismos, la estructura de la
pared de las Gram positivas limita su capacidad de intervenir en la entrada y salida de farmacos (Uddin
etal., 2021).
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Figura 2. Representacién esquematica de los mecanismos moleculares que poseen las bacterias para ser
resistentes a diferentes antibidticos. Adaptado de “Molecular mechanisms of antibiotic resistance revisited”,
por Darby E. et al., (2022). Nature Reviews. Microbiology, 21(5), 280-295.

La pared celular de las bacterias Gram negativas es menos permeable y, por tanto, algunos farmacos
tienen mayores dificultades para penetrar. Asimismo, la efectividad de antibidticos como los B-
lactamicos, tetraciclinas y fluoroquinolonas se ve afectada en gran medida por las alteraciones en la
permeabilidad de la membrana plasmatica. Algunos estudios sugieren que una menor expresién de
porinas por parte de las bacterias favorece la resistencia a carbapenémicos en Enterobacterales,
Acinetobacter spp. y Pseudomonas spp. (De Sousa Oliveira et al., 2016).

Hay bacterias que emplean bombas de flujo para expulsar los antibiéticos, impidiendo que lleven a cabo
su accién en el interior celular (Figura 2) (Darby et al., 2022). Los sistemas de expulsion son de gran
complejidad y fundamentales para conferir resistencia (De Sousa Oliveira et al., 2016). Es el caso de la
resistencia a tetraciclinas y macroélidos, donde el intercambio de protones actia como fuente de energia

para expulsar el farmaco (Uddin et al., 2021).

Los antibiéticos pueden ser inactivados mediante su destruccion o modificacién (Figura 2). Algunas
enzimas bacterianas pueden atacar la estructura del farmaco mediante su acetilacion, fosforilacion o
adenililacién, modificandolo e inactivandolo. Otras bacterias cuentan con enzimas B-lactamasas que

atacan el grupo carbonilo del anillo B-lactam de los antibidticos B-lactamicos y lo destruyen,
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proporcionando resistencia (Uddin et al., 2021). Los genes que codifican para enzimas B-lactamasas
suelen estar en elementos genéticos moviles, como plasmidos o transposones, lo que facilita la

transferencia horizontal de genes a otras bacterias préximas (Kim et al., 2023).

La alteracion de la diana del antibiético es un mecanismo adicional empleado por las bacterias (Figura
2). Algunas de ellas modifican la estructura de las PBP y hacen asi que los antibiéticos B-lactamicos
dejen de ser efectivos (Wanger et al., 2017). En funcidn de qué PBP sea alterada, la bacteria obtendra
resistencia a unos u otros antibiéticos B-lactamicos (De Sousa Oliveira et al., 2016). Otras bacterias
alteran la estructura de las topoisomerasas para impedir la accién de los farmacos que bloquean estas
enzimas (Uddin et al., 2021).

3.2.3. B-lactamasas y ARGs

Las B-lactamasas pueden ser penicilinasas, cefalosporinasas AmpC (ambas capaces de eludir la
accién de inhibidores de B-lactamasas, como el 4cido clavulanico), carbapenemasas o ESBL (De Sousa
Oliveira et al., 2016).

Las enzimas ESBL, como por ejemplo aquellas de la familia TEM, SHV o CTX, pueden hidrolizar tanto
penicilinas como cefalosporinas, y por tanto confieren resistencia a estos grupos de antibiéticos. De
hecho, las enzimas TEM y SHV pueden proporcionar resistencia también hacia tetraciclinas,
sulfonamidas y aminoglucdsidos (De Sousa Oliveira et al., 2016). No obstante, no muestran efectividad
contra antibidticos carbapenémicos, que se han convertido en una herramienta fundamental contra
bacterias productoras de ESBL. Ademas, son inhibidas por acido clavulanico. Estas enzimas se
encuentran comunmente en E.coli, Klebsiella pneumoniae y Proteus mirabilis, generalmente

codificadas por genes presentes en plasmidos (Wanger et al., 2017).

Por otro lado, las enzimas carbapenemasas confieren resistencia a antibidticos carbapenémicos (De
Sousa Oliveira et al., 2016). Pueden estar codificadas en el cromosoma bacteriano o en pldsmidos. Se
subdividen en cuatro clases en funcién de su estructura y mecanismo, denominadas como A, B,CyD
(Halat et al., 2016). En la clase A destaca KPC, con capacidad para hidrolizar todos los antibiéticos B-
lactamicos, y que ademas no se inhibe por acido clavulanico. Existen casi cien variantes de enzimas
KPC (Lepe y Martinez-Martinez, 2022). En la clase B se encuentran IMP y VIM, en la clase C esta CMY-
2,y en la clase D se localizan las proteinas de la familia OXA como OXA-48 entre otras (Halat et al.,
2016). VIM tiene una alta prevalencia en Pseudomonas aeruginosa y Enterobacteriaceae, mientras que
KPC y OXA-48 se encuentran principalmente en Klebsiella pneumonieae. Los genes blamp y blayim se
asocian a integrones, los de blakec se encuentran en plasmidos y los de blaoxa-ss, €n plasmidos y
transposones. Aunque la actividad de OXA-48 contra carbapenémicos no es muy elevada, supone un

gran riesgo por su gran diseminacion global (Halat et al., 2016).

Para la deteccion molecular de ARG se pueden emplear diferentes técnicas basadas en la PCR, como
PCR multiplex o PCR cuantitativa, incluso recurriendo a la secuenciacién de los amplicones para
conocer la secuencia de los genes. También pueden emplearse técnicas de hibridacion del ADN para la

deteccidn simultanea de varios genes (Halat et al., 2016).
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3.2.4. Perspectiva de futuro

La rapida extension de las AMRs ha provocado que apenas queden nuevas férmulas de tratamiento
efectivas por desarrollar. Hoy en dia, gran parte de las farmacéuticas que se dedicaban al desarrollo de
nuevos antibidticos en el siglo XX ha abandonado ya esta tarea. El desarrollo de nuevos antibiéticos por
parte de laindustria farmacéutica se ha ralentizado por los desafios que supone a nivel de conocimiento
y nivel técnico, ademas de las trabas existentes en cuanto a regulacion. Por otra parte, a pesar de que
se desarrollen nuevos farmacos, es inevitable la aparicion de resistencias a estos (Uddin et al., 2021).
Por este motivo es fundamental el desarrollo de posibles nuevas terapias que ayuden a combatir
bacterias resistentes. Una de las principales alternativas a los antibiéticos que se estd investigando son
los bacteriofagos, virus capaces de eliminar bacterias que, ademas de ser muy efectivos, no producen
algunos efectos secundarios propios de los antibiéticos (Alds, 2015; Uddin et al., 2021).

Por otro lado, aunque la aparicién de resistencias es inevitable, se puede trabajar en retrasar su
surgimiento, para lo cual es crucial promover el uso racional de farmacos tanto a la poblacién en general
como a los sanitarios en particular, y limitar su abuso en ganaderia (Alés, 2015). Es fundamental
también llevar una vigilancia exhaustiva del avance y desarrollo de las resistencias, estudiando y
prestando especial atencidn a los patdgenos prioritarios (Uddin et al., 2021).
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II. OBJETIVOS

El objetivo de este proyecto es evaluar la presencia de bacterias resistentes a antibidticos en verduras
ecoldgicas procedentes de la huerta valenciana. Asimismo, se pretende determinar la resistencia a
ciertos antibidticos carbapenémicos y cefalosporinas de tercera generacion de las cepas aisladas, y
comprobar la presencia de alguno de los genes que contribuyen a ello. Por tanto, se plantean los

siguientes objetivos especificos:

1. Aislar, e identificar mediante espectrometria de masas (MALDI-TOF), bacterias de tipo Gram
negativas resistentes a carbapenémicos presentes en vegetales frescos de cultivo ecolégico y
convencional procedentes de la huerta valenciana.

2. Estudiar la sensibilidad de las cepas aisladas a antibiéticos de dos familias: imipenem y
meropenem de la familia de los antibidticos carbapenémicos, y cefotaxima y ceftazidima como
cefalosporinas de tercera generacion.

3. Determinar qué genes de resistencia de B-lactamasas de espectro extendido (blarem, blasuy y
blacmy-2) 0 carbapenemasas (blavim, blaoxa-s, blame, blakec) presenta cada una de las cepas
aisladas.
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ITI. MATERIALES Y METODOS

1. ORIGEN DE MUESTRAS VEGETALES

El material vegetal de estudio fue adquirido entre noviembre de 2023 y febrero de 2024 de 11 puntos de
venta de la ciudad de Valencia, incluyendo supermercados, pequefios distribuidores y mercadillos. Se
analizaron un total de 40 muestras, y 5 tipos de vegetales distintos: lechuga (Lactuca sativa, n=8), kale
(Brassica aleracea var. sabellica, n=8), espinaca (Spinacia oleracea, n=8), rucula (Eruca vesicaria, n=8),
y chufa (Cyperus esculentus, n=8) (Tabla 1). Del total de muestras, un 30 % (n=12) provenia de cultivo
convencional, mientras que el 70 % restante (n=28) procedia de cultivo ecoldgico y, por tanto, fueron
obtenidas de comercios con el certificado pertinente que lo acredite. Para cada verdura se analizaron 6
muestras de cultivo ecoldgico y 2 de convencional, excepto para la chufa, pues al ser el producto con

menos bibliografia de referencia, se examinaron 4 muestras de cada tipo.

Tabla 1. Muestras analizadas, incluyendo el tipo de vegetal, tipo de cultivo, y su respectivo cédigo.

VEGETAL TIPO DE CULTIVO coODIGO

Ecoldgico P3, P6, P13, P23, P24, P29
Lechuga

Convencional P16, P32
Kal Ecoldgico P2, P8, P18, P20, P22, P26

ale
Convencional P36, P41
. Ecoldgico P4, P12, P14, P19, P25, P28

Espinaca

Convencional P17, P30

Ecoldgico P7, P9, P27, P31, P33, P38
Rucula

Convencional P39, P40

Ecoldgico P10, P15, P21, P34
Chufa

Convencional P5, P11, P35, P37

2. AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION DE BACTERIAS RESISTENTES

2.1. Aislamiento y obtencion del cultivo puro

Tras larecoleccién del material y unavez en el laboratorio, se cortaron y pesaron 10 gramos de las hojas
externas en condiciones de asepsiay se introdujeron en bolsas estériles de 400 ml para Stomacher de
BagPage® (Interscience BagSystem, Saint Nom la Bretéche, Francia). Para favorecer la seleccién de
bacterias Gram negativas, y mas concretamente aquellas de la familia Enterobacteriaceae, a cadabolsa
se le adicionaron 90 ml de Agua de Peptona Tamponada (APT) (Scharlau, Barcelona, Espafna)
suplementada con dos antibiéticos: vancomicina (8 mg/L), para eliminar las bacterias Gram positivas
presentes, y meropenem (1 mg/L), para aislar bacterias con resistencia a antibidticos carbapenémicos.
Se queria aislar selectivamente enterobacterias resistentes a carbapenémicos por haber sido
determinadas por la OMS como bacterias criticas prioritarias para ser investigadas por suimpactoen la
salud humana (OMS, 2024e). No obstante, cualquier bacteria Gram negativa aislada y, por tanto,
potencialmente resistente serd estudiada. La muestra se homogenizé masajeando suavemente la
bolsa, y fue incubada durante 24 horas a 37°C en aerobiosis.
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Seguidamente, y con el fin de seleccionar aquellas colonias resistentes, se adicionan 100 pl del caldo
homogeneizado en una placa de cultivo Cromogéno SuperCarba (SC, CHROMagar™ mSuperCarba™,
Paris, Francia), distribuyéndolo en superficie con ayuda de un asa de Digralski. Este medio contenia
cromoéforos que ayudan a la identificacidn de las cepas bacterianas en funcion del color que muestren,
ademas de una combinacion de antibioticos carbapenémicos para seleccionar cepas resistentes a los
mismos. La placa se incubd a 37°C durante 24 horas. Por otro lado, se agregaron 15 ml del caldo

homogeneizado a un tubo Falcon que fue almacenado a -80°C para futuros estudios.

Transcurrido el tiempo de incubacién, se apreciaron en la placa de cultivo SC las diferentes colonias
crecidas sospechosas de ser resistentes, diferenciadas por su colory morfologia. Cada tipo de colonia,
hasta un maximo de cinco, fue picada con un asa de siembra, y se sembré mediante triple estria en una
placa de cultivo de Agar Plate Count (PCA) (Scharlau, Barcelona, Espafia). Se dejaron incubando a 37°C
durante 24 horas para obtener cultivos puros de aquellas cepas sospechosas de ser resistentes a
antibioticos.

2.2. Estudio de la sensibilidad a antibioticos de las cepas aisladas

Se busca conocer el perfil de resistencia de las colonias puras aisladas previamente, y seleccionar
aquellas que sean resistentes a carbapenémicos y/o cefalosporinas de tercera generacion. Para ello,
las cepas se sometieron a una prueba de sensibilidad o antibiograma mediante la técnica de disco de
difusion, segun indica la Sociedad Espanola de Enfermedades Infecciosas y Microbiologia (SEIMC,
2000), colocando discos comerciales de 6 mm de diametro impregnados de antibidtico para medir el
diametro del halo que impide el crecimiento bacteriano alrededor del disco. Con esta finalidad se
seleccionaron discos embebidos con 4 antibidticos, pertenecientes a 2 familias distintas: imipenem
(IMP, 10 pg) y meropenem (MEM, 10 pg) de la familia de los carbapenémicos, y, cefotaxima (CTX, 30 pg)
y ceftazidima (CAZ, 30 pg) como C3G (Fisher scientific, Madrid, Espana).

Ademas, se emplearon también discos que combinaban C3G con 4cido clavulanico: cefotaxima + acido
clavulanico (CTL, 40 pg), y ceftazidima + acido clavulanico (CAL, 40 ug), ya que dicho compuesto actua
como inhibidor de B-lactamasas. De este modo se comprueba la dependencia que tienen las bacterias
de enzimas ESBL para desarrollar resistencia a B-lactamicos: si precisan de ellas para tolerar C3Gy ser
resistentes a ellas, se observa que los discos con acido clavulanico tienen a su alrededor un halo con
un didmetro al menos 5 mm mayor que el presente en los discos de cefotaximay ceftazidima (EUCAST,
2017).

Para llevar a cabo la prueba de sensibilidad, se recogieron mediante asa de siembra las colonias puras
iguales entre si que aparecian aisladas en el cultivo en PCA crecido 24 horas a 37°C. Fueron diluidas
posteriormente en un eppendorf de 1,5 ml con 500 pl de PBS 1x estéril, hasta observar una turbidez
correspondiente a 0,5 en la escala de Mc Farland. A continuacién, para realizar el antibiograma disco-
placa basado en el trabajo de Bauer et al. (1966), se sembraron 100 pl de la preparacién bacteriana en
cada placa de cultivo Mueller-Hinton (MH) y se repartieron en masa mediante un hisopo estéril,
distribuyendo en todas las direcciones hasta que el medio absorbiera todo el liquido. Transcurridos dos
minutos, se colocaron los discos de antibidtico con ayuda del dispensador (OXOID Antimicrobial
Susceptibility Testing Disc Dispenser), de modo que IMP y MEM quedaron en una placa dispuestos en
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polos opuestos, y CTX, CAZ, CTL y CAL se colocaron en otra placa diferente dispuestos lo mas
separados posible para evitar la superposicidn de los halos. Todo el proceso tuvo lugar en condiciones
de asepsia en campana de flujo, y el dispensador fue desinfectado con etanol entre diferentes siembras.
Las placas de MH permanecieron en incubacion durante 24 horas a 37°C, y transcurrido ese tiempo, se
pudieron medir los halos resultantes. En funciéon del tamafo del halo en milimetros, se puede
determinar sila cepa es sensible o resistente al antibiético dispensado, comparando la medida obtenida
con los puntos de corte establecidos por el European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
(EUCAST) en 2024 para Enterobacterales (EUCAST, 2024) (Tabla 2). Para aquellas bacterias que, una
vez identificadas, pertenezcan al grupo de no fermentadores, se compara la medida del halo con los
valores de Pseudomonas spp. (EUCAST, 2024) y Acinetobacter spp. (CLSI, 2023), taly como se realiza
en el trabajo de Yagel et al. (2020) (Tabla 2).

Tabla 2. Antibiéticos empleados para el estudio de resistencias a antimicrobianos de los aislados, clasificados

por grupos. Los valores se clasifican en resistentes o sensibles segun el diametro del halo de inhibicién en

milimetros, aplicable para diferentes géneros bacterianos.

Grupo Antibiéticoy cargadel disco Diametro del halo de inhibicién (mm) en funcién de la especie
(ng) Enterobacterales’  Pseudomonas spp.”  Acinetobacter spp.?
S R S R S R
Carbapenémicos Imipenem (IMP) (10ug) =222 <19 =50 <20 =222 <18
Meropenem (MEM) (10ug) 222 <16 224 <18 218 <14
Cefalosporinas Cefotaxima (CTX) (30ug) =220 <17 =220 <17 223 <14
Ceftazidima (CAZ) (30pg) 222 <19 =50 <17 218 <14
Cefalosporinas + Cefotaxima + acido =225 <22 =225 <33 =28 <19
acido clavulanico clavulanico (CTL) (40pg)

Ceftazidima + acido 227 <24 255 <22 223 <19

clavulanico (CAL) (40pg)

1: valores reflejados en EUCAST, 2024; 2: valores reflejados en CLSI, 2023

Una vez medido el halo con una regla milimetrada (mm), aquellas cepas crecidas en MH que poseian
resistencia al menos a un antibidtico se pasaron a un tubo de crioconservacion con esferas de plastico
y medio de glicerina (VWR Preservation System Cryoinstant, Barcelona, Espafia) para su conservacion
a-80°C de forma indefinida. Por otro lado, las mismas cepas se resuspendieron en un eppendorf de 1,5
mlcon 1 mlde PBS 1x estéril para la posterior extracciéon de ADN.

2.3. Identificacidon de las bacterias resistentes
La identificacién de las bacterias aisladas potencialmente resistentes se realizé mediante
espectrometria de masas (EM) MALDI-TOF, que caracteriza el perfil proteico bacteriano y lo compara
con la base de datos, identificando asi la especie presente.
Las cepas conservadas a -80°C fueron descongeladas y sembradas en placas de PCA repartiendo las
esferas de plastico con un asa de siembra. Las placas fueron incubadas a 37°C durante 24 horas hasta

observar crecimiento bacteriano, momento en el que se retiraron las esferas de plastico con pinzas
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estériles en condiciones de asepsia. Las placas cultivadas fueron trasladadas al servicio de
Microbiologia del Hospital General de Valencia, que identifico las cepas aisladas.

3. ESTUDIO DE LA PRESENCIA DE GENES DE RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS

3.1. Extraccion y cuantificacion del ADN de las cepas aisladas

La extraccion de ADN partia de cultivos puros resuspendidos en 500 pl de PBS 1x estéril, que fueron
centrifugados a 5.000 rcf durante 10 minutos. Posteriormente, el ADN fue extraido empleando el kit
comercial GeneJET Genomic DNA Purification kit (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EEUU)
siguiendo el protocolo de purificacién de ADN gendmico para bacterias Gram negativas.

Una vez el ADN fue eluido, se midié su concentracion y pureza mediante el espectrémetro Nanodrop
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EEUU), comprobando que elratio 260/280 fuera cercano a 1,8;
y el ratio 260/230 fuera similar a 2 para confirmar que el ADN era de calidad.

3.2. PCR miltiplex de genes de resistencia a B-lactamicos

Se buscaba detectar genes de resistencia mediante reacciones de PCR multiplex (mPCR) en el ADN
extraido de las cepas resistentes, para lo que se estudiaron un total de siete genes: tres de ellos
codifican para ESBL (blarem, blasnvy blacmy-2), y los cuatro restantes se expresan como carbapenemasas
(blavim, blaoxa, blame, blakec). Se realizaron tres mPCR: (1) para la deteccidn de blarem, blastvy blacmy-2, (2)
para la deteccion de blaymy blakec, y (3) para la deteccion de blaoxa-s y blame. Estos genes fueron
seleccionados por su alta prevalencia en bacterias Gram negativas patdégenas ambientales productoras
de ESBL y carbapenemasas (Taggar et al., 2020). Los primers necesarios para cada gen, asi como las
condiciones de PCRy el tamafio de cada amplicén se refleja en la Tabla 3.

Las condiciones de la mezcla para la PCR (1) fueron: tampdn de PCR 1x; MgCL; a 2,5 mM; 0,2 mM de
cada dNTP; 0,2 uM de cada primer de blaem; 0,2 UM de cada primer de blacmy-2; 0,4 UM de cada primer
de blasnv; 5U de DNA Taq polimerasa NZYTaq Il (NZYtech, Lisboa, Portugal); y agua MiliQ hasta alcanzar
un volumen total de 23 pl de mix, al que se le afiadieron 2 pl de ADN en cada muestra estudiada. Las
condiciones del termociclador para esta mPCR fueron descritas por Kozak et al. (2009): 15 minutos a
94°C, 30 ciclos de amplificacion que incluyen 1 minuto a 94°C, 1 minuto a 55°C, y 1 minuto a 72°C, y
una fase final de elongacion de 10 minutos a 72°C (Tabla 3).

En cada reaccion, ademas de las muestras a estudiar, se incluyeron los siguientes controles: la cepa
perteneciente a la coleccion del laboratorio 6021bv2 como control positivo para blarem y blaswy, la cepa
Escherichia coliMEC8 como control positivo para el gen blacmy-2, y agua MiliQ como control negativo.

El mix para la PCR (2) y (3) contenia tampdn para PCR 1x; MgCl, a 1,5 mM; 0,125 uM de dNTPs; 0,4 uM
de cada primer de blakec y 0,4 UM de cada primer de blaym en el caso de la PCR (2); y 0,4 uM de cada
primer de blaoxa-4sy 0,4 UM de cada primer de blamr en el caso de la PCR (3); 2 U de DNA Taq polimerasa
NZYTaq Il (NZYtech, Lisboa, Portugal); agua MiliQ hasta enrasar el volumen final de 22,5 pyl; y 2,5 pl de
ADN para cada muestra estudiada. Las condiciones del termociclador fueron descritas por Poirel et al.
(2011): 10 minutos a 72°C, 36 ciclos consistentes en 30 segundos a 94°C, 40 segundos a 55°C y 50
segundos a 72°C, que finalizan con 5 minutos de elongacién a 72°C (Tabla 3).
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En lamPCR (2) se empled la cepa Klebsiella pneumoniae NCTC 13440 como control positivo de blay,
la cepa Klebsiella pneumoniae NCTC 13438 como control positivo de blakec, y agua MiliQ como control
negativo. Para la mPCR (3) se empled la cepa Klebsiella pneumoniae NCTC 13442 como control
positivo de blaoxa-4s, la cepa Escherichia coliNCTC 13476 como control positivo de blame, y agua MiliQ
como control negativo.

Tabla 3. Genes de resistencia estudiados mediante PCR, el tamafio de amplicén esperado, la secuencia de
los primers empleados y las condiciones de PCR requeridas. F = primer directo, R = primer reverso.

Tamafio del . . . .
Gen L. Secuencia de los primers Condiciones Referencia
amplicon (pb)
F: 5" -TTAACTGGCGAACTACTTAC - 3’
blaTEM 247
R:5' - GTCTATTTCGTTCATCCATA - 3’ 94°C 15 min (1 ciclo);
o . F: 5 - AGGATTGACTGCCTTTTTG -3 949C 1 min, 55°C 1 min,  Kozak et al.
a
Y R:5 - ATTTGCTGATTTCGCTCG - 3 720C 1 min (30 ciclos); (2009)
F: 5" - GACAGCCTCTTTCTCCACA - 3’ 72°C 10 min
b[acmy.z 1.000
R: 5 - TGGACACGAAGGCTACGTA - 3’
F:5 - CGTCTAGTTCTGCTGTCTTG - 3’
bla/(pc 798
R:5' - CTTGTCATCCTTGTTAGGCG - 3’
o 250 F:5 - GATGGTGTTTGGTCGCATA - 3’ 94°C 10 min (1 ciclo);
a
V’M R: 5" - CGAATGCGCAGCACCAG - 3’ 949C 30's,55°C40s,  Poirel et al.
o . F: 5 - GGAATAGAGTGGCTTAAYTCTC -3 72°C 50 s (36 ciclos); (2011)
a
" R:5 - GGTTTAAYAAAACAACCACC - 3’ 72°C 5 min
F: 5 - GCGTGGTTAAGGATGAACAC - 3’
blaox,q.43 438

R: 5 - CATCAAGTTCAACCCAACCG -3

3.3. Electroforesis en gel de agarosa para la deteccion de genes de resistencia

Los resultados de la PCR fueron analizados mediante electroforesis en gel de agarosa preparado al 2%.
Para ello se disolvié 1,5 g de polvo de agarosa D1 (Condalab, Madrid, Espana) en 75 ml de tampon Tris
Borato EDTA (TBE) 1x (Tris base 89 mM, Acido Bérico 89 mM, EDTA 2 mM) en un matraz. Se llevé 3 veces
a ebullicién, y tras su atemperado en agitacién, se afadieron 5 pl de la tincion RedSafe (NZYtech
Premium, Barcelona, Espana) en oscuridad para poder observar las bandas al revelarlo. La mezcla se
vertié en el molde de electroforesis con un peine de 20 pocillos insertado en él, y se dejé atemperar en

oscuridad.

Una vez solidificado el gel, se retird el molde y se introdujo en una cubeta de electroforesis, cubriéndola
con tampdn TAE 1x. Se cargaron las muestras o controles correspondientes resultantes de la PCR,
anadiendo 17 pl de producto de PCR homogeneizado con 3 pl de tampdn de tincién de carga (Thermo
Scientific, Waltham, MA, EEUU) en cada pocillo. En uno de los carriles se adicionaron 6 pl de marcador
de pesos GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder (ThermoFisher Scientific, Lituania).

Finalmente, se corrié el gel a 90 V durante 75 minutos en oscuridad. Transcurrido el tiempo, se observé
el gel a través de un transiluminador con luz UV (Vilber, Marne-la-Vallée, Francia) para apreciar las

bandas resultantes.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

1. IDENTIFICACION DE BACTERIAS RESISTENTES A B-LACTAMICOS AISLADAS DE
MUESTRAS VEGETALES

1.1. Aislamientos de bacterias potencialmente resistentes a carbapenémicos

De los 40 vegetales totales estudiados, se consiguid aislar entre 1 y 3 bacterias potencialmente
resistentes en el 90 % de las muestras (n=36 muestras), hasta conseguir un total de 56 aislados
potencialmente resistentes a carbapenémicos. Esto refleja la alta probabilidad de encontrar bacterias
resistentes a antibioticos en los diferentes vegetales. Aquellas muestras de las que no se aislaron
bacterias posiblemente resistentes fueron P18 (kale de cultivo ecoldgico), P22 (kale de cultivo
ecoldgico), P30 (espinaca de cultivo convencional) y P36 (kale de cultivo convencional).

Del total de aislados, tal y como se muestra en la Figura 3, el 25 % procede de lechuga (n=174), el 23,2
% procede de rucula (n=13), el 19,6 % viene de chufa (n=77), el 17,9% de espinaca (n=70),y el 14,3 %
restante, de kale (n=8). Por tanto, se aislé un mayor nimero de cepas en lechugay rucula, mientras que
el kale es el vegetal con un menor contenido en aislados, causado en parte por la ausencia de contenido
microbioldgico resistente en tres de los kales analizados (dos de ellos ecoldgicos, y uno convencional).
Esto puede deberse a la superficie rugosa caracteristica del kale, que dificulta la adhesién y proliferacién
bacteriana (Olaimat y Holley, 2012).

CHUFA

19.6% LECHUGA

25%

RUCULA
23.2%

KALE
14.3%

ESPINACA
17.9%

Figura 3. Porcentaje de aislados totales procedentes de cada tipo de vegetal. Fuente propia.

En el caso de todos los vegetales de hoja, al haber usado un mayor nimero de muestras vegetales de
cultivo ecolégico que de cultivo convencional (24 frente a 8), se aislaron mas bacterias procedentes de
cultivo ecolégico (77,78 %; n=35) que de cultivo convencional (22,22 %; n=10). Sin embargo, en el caso
de la chufa, donde se empled la misma cantidad de muestras de ambos tipos (4 muestras de cada uno),
se obtuvieron mas aislados procedentes de vegetales de cultivo convencional que de cultivo ecoldgico
(55 % de cultivo ecoldgico, frente a 45 % de cultivo convencional), si bien la diferencia es minima.

1.2. Identificacion de las bacterias aisladas mediante EM MALDI-TOF

La espectrometria de masas MALDI-TOF logré identificar 54 de los 56 aislados totales, cuyo resultado
se muestra en el Anexo I. Las cepas no identificadas fueron P23.1, procedente de lechuga de cultivo
ecoldgico, y P38.2, procedente de rucula ecoldgica, ya que no crecieron en PCA tras haber permanecido

congeladas a -80°C. Esto muestra la necesidad de, en futuros trabajos, identificar la cepa bacteriana
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con el cultivo fresco, previo a ser congelada en criovial, 0 mediante la secuenciacién del gen 16S del
ARNTr.

La bacteria aislada de forma mayoritaria fue Stenotrophomonas maltophilia (S. maltophilia), con el 35
% de los asilados totales, habiéndose identificado en el 52,78% de los vegetales con contenido
microbiologico (19 de los 36 vegetales totales). El género Pseudomonas spp. fue identificado en el 40
% de los aislados, estando presente en 15 vegetales diferentes (41,67 % de los vegetales). No obstante,
de las 22 cepas identificadas para este género, solo pudo determinar la especie de 5 de ellas, 4
correspondientes a Pseudomonas monteilii, y 1 correspondiente a Pseudomonas putida, lo cual no
permite comparar con exactitud la frecuencia de cada especie. Se identificé también la presencia de
Cupriavidus gilardii (C. gilardii) en el 9 % de las cepas aisladas, procedentes de 5 vegetales diferentes;
y de dos especies del género Acinetobacter, que suponen un 8% de los aislados al haber sido
identificadas en 4 vegetales diferentes (Acinetobacter lactucae en lechuga y rucula ecoldgica, y
Acinetobacter pittiii en rucula y espinaca ecoldgica). Estaba presente también, aunque de forma
minoritaria, la especie Ochrobacterium intermedium (O. intermedium), identificada tan solo en una
ocasiony procedente de una ricula ecolégica, lo que representa un 1,9 % de los aislados totales (Figura
4).
B Stenotrophomonas maitophilia

Pseudomonas spp.
B Pseudomonas monteilii
B Pseudomonas putida
B Acinetobacter pittii
Bl Acinetobacter lactucae
. Cupriavidus gilardii

[l Stophylococcus waneri

Staphylococcus epidermidis

Diutina rugosa

31,5%

Ochrobacterium intermedium

Figura 4. Distribucion porcentual de cada especie bacteriana en el total de aislados identificados. Fuente

propia.
Se identificaron también dos bacterias del género Staphylococcus, habiéndose encontrado en el 3,8 %
de los aislados (Staphylococcus warneri procedente de espinaca de cultivo convencional, y
Staphylococcus epidermidis de chufa de cultivo convencional). Es destacable porque las bacterias del
género Staphylococcus son Gram positivas, y, por tanto, no deberian haber podido crecer en el caldo
suplementado con vancomicina y haber sido aisladas posteriormente. Su presencia indica o bien que
no son totalmente sensibles a la vancomicina en la concentracién empleada, o que su presencia se
debe a una contaminacién en alguno de los puntos del procedimiento. Ambas cepas no seran tenidas
en cuenta para el estudio de resistencias. El ultimo de los aislados descritos corresponde a una
levadura, Diutina rugosa, presente en lechuga de cultivo convencional, que no sera tenido en cuenta en
el estudio de resistencias antibiéticas porque los antibiéticos no son éptimos para su tratamiento y por
tanto, estudiar su resistencia o sensibilidad es incongruente.

Es relevante que ninguna de las bacterias identificadas potencialmente resistentes a carbapenémicos

pertenece a la familia Enterobacteriaceae, siendo este el uno de los objetivos del trabajo. Esto resulta
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beneficioso para la salud de las personas que lo consumen, asi como para la salud publica al evitar la
propagacion de resistencias microbianas. Sin embargo, este resultado dista de los obtenidos en
trabajos similares, como el de Jiménez-Belenguer et al., (2023), Ruimy et al. (2010) o Rico y Falomir
(2020), donde si se aislaron Enterobacterias de diversos vegetales, tal vez por haber usado una cantidad
de muestras mucho mayor. No obstante, todos ellos aislaron bacterias medioambientales y no
fermentadoras como Stenotrophomonas spp., Acinetobacter spp. o0 Pseudomonas spp., al igual que
ocurre en este trabajo. De hecho, en el estudio de Jiménez-Belenguer et al. (2023), mas de la mitad de

aislados pertenecian a los géneros Pseudomonas spp. o Stenotrophomonas spp.

Si bien ninguna de las bacterias identificadas es reconocida como patdgeno primario, algunas de ellas
se definen como “patégenas oportunistas”, que, aunque serian inocuas a priori, pueden causar
infecciones en personas inmunocomprometidas. Es el caso de S. maltophilia, a pesar de tener una baja
virulencia, causa diversas infecciones nosocomiales en el ambito hospitalario manifestadas como
bacteriemias, infecciones respiratorias, infecciones oculares, endocarditis, o infecciones urinarias
entre otras. Todas ellas son raras en personas inmunocompetentes, pero resultan mas probables en
aquellos individuos inmunocomprometidos (Brooke, 2021). Por tanto, la presenciay gran frecuencia de
esta especie bacteriana en vegetales puede ser potencialmente peligrosa para la poblacion de riesgo.

Pseudomonas monteilii es un microrganismo ambiental presente en entornos sanitarios, considerado
como potencial patégeno al haberse aislado en diversas muestras clinicas. Su baja patogenicidad hace
que searelevante en infecciones de pacientes graves o portadores de catéteres (Toledo et al., 2022). Se
han detectado casos en Espana e India en los que esta bacteria ha sido responsable de
meningoencefalitis (Gupta et al., 2018; Toledo et al., 2022). Pseudomonas putida, por su parte, se ha

asociado también a infecciones nosocomiales en el ambito hospitalario (Bao et al., 2022).

C. gilardii ha sido aislado recientemente de muestras clinicas de diversos fluidos, por lo que se le esta
comenzando a considerar como un patégeno oportunista de baja patogenicidad en personas
inmunocomprometidas o ancianas (Ruiz et al., 2019). Las bacterias del género Ochrobacterium son
microorganismos ambientales que se comportan como patdgenos oportunistas, siendo capaces de
causar infecciones asociadas al uso hospitalario de catéteres en personas inmunocomprometidas
(Ryan y Pembroke, 2020; Yagel et al., 2020). A pesar de su baja patogenicidad, pueden afectar también
a personas inmunocompetentes provocando endocarditis 0 septicemia. En concreto, Ochrobacterium
intemedium se ha identificado en casos de bacteriemia, absceso pélvico, neumonia y endocarditis
(Ryan y Pembroke, 2020).

Teniendo en cuenta que ninguna de las bacterias aisladas pertenece a la familia Enterobacteriaceae,
siendo estas anaerobias facultativas, y que la mayoria o todas las bacterias aisladas son aerobias
estrictas, deberia estudiarse la posibilidad de cultivar el APT incubada con el vegetal en anaerobiosis
para evitar el crecimiento de bacterias que no resultan de interés para el trabajo, asi como favorecer el
crecimiento de Enterobacterias que queden opacadas por otras bacterias con mayor presencia y
capacidad de diseminacion, tal y como se hace en el trabajo de Van Hoek et al. (2015).
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a. Clasificacién de los aislados en funcién del vegetal

S. maltophilia es la bacteria mayoritaria en kale (50 %) y rdcula (42 %), mientras que Pseudomonas spp.
lo es en lechuga (46 %) y chufa (64 %). En espinaca se encuentran ambas especies de forma mayoritaria
en la misma proporcién (30 %). No obstante, las dos especies bacterianas estan presentes y son las
mas frecuentes en todos los vegetales, de modo que ambas en conjunto representan entre un 60 % (en
espinaca) y un 84 % (en lechuga y chufa) del total de aislados para cada vegetal. Destaca también la
frecuencia de C. gilardii en kale y espinaca, donde supone el 25 % y 20 % respectivamente de los
aislados totales en dicho vegetal, si bien esta totalmente ausente en lechuga y rucula. Acinetobacter
spp. tiene una presencia minoritaria en lechuga, espinaca y rdcula (8, 10 y 17 % respectivamente),
siendo totalmente ausente en kale y chufa. Todos estos datos se reflejan graficamente en la Figura 5.

B s mailtophilia | Pseudomonas spp. Acinetobacter spp. C. gilardii
B Staphylococcus spp. D.rugosa || © intermedium

70%
60%
50%
40%
30%
20%
10% I l
0% : I

LECHUGA KALE ESPINACA RUCULA CHUFA

Figura 5. Proporcién que representa cada especie bacteriana aislada frente al total de aislados en cada uno

de los vegetales estudiados. Fuente propia.

El tipo de bacterias encontradas en cada vegetal, asi como su frecuencia, fue bastante similar en todos
los vegetales estudiados, si bien la diferencia mas grande se dio entre los vegetales de hoja y la chufa:
el tubérculo tuvo una menor presencia de S. maltophilia (20 %, frente a un 40 % de media del resto de
vegetales), y una presencia de Pseudomonas spp. bastante superior a la de otras verduras (64 %,
duplicando la media del 32 % de las verduras de hoja). Por otra parte, la presencia de C. gilardii fue
relevante en kale y espinaca, siendo un 25 % y 20 % respectivamente de los aislados totales de cada

vegetal. Resultd notorio que esta bacteria no estuvo presente ni en lechuga ni en ricula.

b. Clasificacion de los aislados en funcién del tipo de cultivo

La bacteria mayoritaria en el cultivo ecoldgico resultdé ser S. maltophilia (39 %), seguida por
Pseudomonas spp. (37 %), mientras que en el cultivo convencional fue Pseudomonas spp. con un 50 %
de los aislados de este género, seguida por S. maltophilia en un 25 %, tal y como se refleja en la Figura
6. Por tanto, se puede apreciar que mientras que ambos grupos bacterianos son practicamente igual de
comunes en cultivo ecoldgico, en el cultivo convencional se encuentran el doble de aislados de
Pseudomonas spp. que de S. maltophilia. La gran frecuencia de S. maltophilia en cultivo ecoldgico
contrasta con los resultados del trabajo de Rico y Falomir (2020), que no identificaron esta bacteria en
ninguno de los vegetales ecoldgicos que estudiaron.
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Figura 6. Distribucion porcentual de cada especie o género bacteriano sobre el total de aislados de cada tipo

de cultivo. Fuente propia.
C. gilardii se encuentra aproximadamente en la misma proporcién en ambos tipos de cultivo. Por otra
parte, destaca que las bacterias del género Acinetobacter suponen un 10,5 % de los aislados de cultivo
ecoldgico, y no estan representadas en el cultivo tradicional (Figura 6). Lo mismo ocurre con O.
intermedium, si bien el porcentaje de esta bacteria es muy inferior (2,6 %). Por el contrario, aunque se
han identificado aislados del grupo Staphylococcus en cultivo convencional, este género no aparece en
el cultivo ecologico.

2. ESTUDIO DE LAS RESISTENCIAS A ANTIMICROBIANOS DE LOS AISLADOS

2.1. Patrones de resistencia de los aislados

Para el estudio de la AMR de las cepas aisladas de vegetales se descartaron aquellas que no fueran de
interés para el trabajo: la cepa P16.2 por ser una levadura sin interés, y las cepas P11.3y P17.1 por ser
bacterias Gram positivas y, por tanto, no ser tratadas con antibiéticos -lactamicos en la clinica. De
este modo, se estudid la sensibilidad a cefalosporinas de tercera generacién y carbapenémicos de 51
cepas bacterianas. Por otro lado, como todas eran no-fermentadoras, se usaron los valores de
Pseudomonas spp. (EUCAST, 2024) y Acinetobacter spp. (CLSI, 2023) como punto de corte para

determinar la resistencia o sensibilidad a los antibidticos.

Algunas de las bacterias identificadas poseen resistencia intrinseca a algunos de los antibidticos
estudiados. La resistencia intrinseca se define seguin el CLSI como “la resistencia innata o inherente, y
no adquirida, a antimicrobianos” (2023). Este organismo recoge en su normativa sobre pruebas de
sensibilidad que S. maltophilia es resistente de forma intrinseca cefotaxima, imipenem y meropenem
entre otros, que son 3 de los 4 antibidticos estudiados en el proyecto (CLSI, 2023). Esto puede deberse
a una menor permeabilidad de membrana, la presencia de bombas de flujo que externalizan los
antibidticos, la presencia de B-lactamasas cromosdmicas y otros genes de resistencia en plasmidos, y
la capacidad de esta bacteria para modificar los antibidticos (Brooke, 2021). En consecuencia, estas
resistencias no fueron tenidas en cuenta a la hora de contabilizar las resistencias que poseia cada

aislado bacteriano, ni se incluyeron en el patrén de resistencias de las cepas.
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Tabla 4. Patrones de resistencia que muestran los 51 aislados estudiados, contabilizando el nimero de cepas

que presenta cada uno de ellos.

Patrones de resistencia Numero de cepas Cepas
IMP 1 P27.1
MEM 3 P13.1, P14.1, P40.1
CTX 1 P27.2
CAZ 3 P2.3, P7.3,P8.2,
IMP - MEM 5 P14.3, P20.1, P33.1, P35.1, P37.3
CTX-CAZ 2 P6.3, P31.1
MEM - CTX 2 P8.3, P15.3
IMP -MEM - CTX 5 P4.1,P7.2,P16.3, P19.2, P25.1
IMP-MEM - CAZ 3 P2.1, P5.1,P19.1
MEM - CTX - CAZ 2 P6.1,P11.1

27

De las 51 cepas estudiadas, 24 no se consideran resistentes (47,1 %). En el caso de 8 de ellas se debe

a que realmente no mostraron resistencia a antibiéticos en la prueba de difusién, mientras que otras 16
son cepas de S. maltophilia con resistencia intrinseca a IMP, MEM y CTX (que no son consideradas), y
sensibilidad hacia CAZ. Las 27 cepas restantes poseyeron al menos una resistencia (52,4 % de los
aislados), cuyos patrones de resistencia se recogen en la Tabla 4. Desglosando este dato en funcién del
numero de resistencias, se observa que el 15,7 % de los aislados tienen resistencia a un solo antibidtico,
siendo MEM y CAZ los mas usuales, el 17,6 % tienen resistencia a 2 antibidticos, donde la combinacién
IMP+MEM es la mas frecuente, y el 19,6 % de los aislados tienen 3 resistencias, siendo la combinacién
IMP+MEM+CTX la mas habitual. Por el contrario, ninguno de los aislados mostré resistencia a los 4
antibidticos testados. Asi, se observé que el suceso mas comun es que las bacterias presenten 3
resistencias (Figura 7).
iMP I MEm [l caz [ ctx B wmpsmeM [l cAZiCTX

B MEM-CTX IMP+MEM+CTX IMP+MEM+CAZ MEM+CAZ+CTX

1 antibidtico

2 antibioticos

3 antibioticos

0 2 &4 6 8 10
Figura 7. Distribucién de la cantidad de aislados que presentan resistencia a cada uno de los antibiéticos
estudiados, ordenando los patrones de resistencia en funcién del nimero de antibidticos que contienen.
Fuente propia.

La combinacidn de resistencias mas habitual ha sido IMP+MEM. Cinco aislados presentaron este patrén
en solitario, mientras que cinco aislados presentaban ambas resistencias adicionadas a la resistencia
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a CTX, ytres mas con CAZ. De los aislados obtenidos, 13 poseian resistencia a ambos carbapenémicos,
lo que resulta bastante perjudicial teniendo en cuenta que este grupo de antibidticos suponen una de
las lineas de accidn mas importantes contra bacterias, especialmente contra aquellas productoras de
ESBL (Wanger et al., 2017). Por otra parte, el antibidtico al que mas resistencia se ha observado ha sido
MEM (20 aislados poseen esta resistencia). Considerando el uso de este antibidtico en el APT inicial
para la seleccién de bacterias potencialmente resistentes en vegetales, es un dato esperable. El hecho
de haber aislado bacterias que no sean resistentes a MEM, pero que hayan sobrevivido durante su
cultivo en medio selectivo con este antibidtico, se debe a que la cantidad de MEM empleada en el medio
fue muy reducida, lo que permite hacer una ligera seleccién de bacterias resistentes permitiendo
también obtener algunas que sean medianamente sensibles. CAZ fue el antibidtico al que fueron
sensibles un mayor numero de aislados, seguido de CTX, por lo que las cefalosporinas de tercera
generacion serian la mejor opcidn de tratamiento contra las bacterias encontradas. De igual forma, en
el trabajo de Rico y Falomir (2020) se detecto que las resistencias a C3G eran poco frecuentes (0-3 %),
aunque en este caso laincidencia ha sido algo mayor (19,6 %y 23,5 % respectivamente).

a. Distribucién de las resistencias dependiendo del tipo de cultivo y vegetal

De los 38 aislados totales procedentes de cultivo ecolégico, el 55,3 % presentaron alguna resistencia
(21 de ellos), mientras que en el cultivo convencional el 46,2 % de los aislados (6 de 13) poseia alguna
resistencia. Por tanto, la presencia de bacterias resistentes es ligeramente superior en cultivo
ecoldgico, si bien no se puede asegurar con certeza debido al menor nimero de muestras vegetales
convencionales empleadas. Este resultado es opuesto al obtenido por Rico y Falomir (2020), quienes
encontraron una mayor proporcién de aislados resistentes en cultivo convencional y que, por tanto,
afirmaban que el cultivo ecoldgico ayuda a disminuir la seleccién y diseminacion de ARB. Por otro lado,
y teniendo en cuenta que la diferencia porcentual de aislados resistentes entre ambos tipos de cultivo
no es excesivamente amplia, se podrian apoyar las conclusiones obtenidas por Jiménez-Belenguer et al.
(2023), quienes no encontraron diferencias significativas entre aislados de vegetales ecoldgicos y
convencionales. Esta disonancia entre estudios pone de manifiesto la necesidad de elaborar nuevos
trabajos que amplien el tamano muestral, asi como los antibiéticos analizados, para poder obtener

conclusiones determinantes.

Entre los aislados resistentes procedentes de cultivo ecoldgico se encontré la misma proporcion de
ellos con resistencias a uno, dos y tres antibiéticos: el 33,3 % de los ellos (n=7) presenta una, dos y tres
resistencias, a diferencia del trabajo de Rico y Falomir (2020), donde eran mas comunes los aislados
con una sola resistencia. En el cultivo convencional si se apreciaron ligeras diferencias: el 50 % de los
aislados resistentes poseian resistencia a 3 antibiéticos (n=3), el 33,3 % a dos (n=2), y el 16,7 % a uno
(n=1), si bien la escasa muestra de vegetales convencionales dificulta obtener conclusiones fiables.

De entre las verduras de cultivo ecoldgico, destacé la gran proporcion de aislados resistentes en kale
(83 %, 5 de 6), espinaca (66 %, 6 de 9) y ricula (60 %, 6 de 10), mientras que fueron mas reducidas en
lechuga (37 %, 3 de 8) y chufa (20 %, 1 de 5) (Figura 8). Se adquirieron menos aislados resistentes de
los vegetales de cultivo convencional, de hecho, no se obtuvo ninguna bacteria resistente procedente

de kale y espinaca convencionales, mientras que se identificd tan solo una en lechuga (que supone el
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25 % de los aislados de lechuga convencional) y otra en ricula (50 % de los aislados obtenidos de ricula
convencional, que fueron 2). De nuevo se subraya la necesidad de usar un mayor nimero de vegetales
para el estudio.

M ccoldcico [ CONVENCIONAL

100
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40
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0 B
Lechuga Kale Espinaca Rucula Chufa

Figura 8. Porcentaje de los aislados de cada tipo de verdura y cultivo que presentan resistencia al menos a un
antibiético. Fuente propia.
En el caso de la chufa convencional es destacable que el 80 % de los aislados (1 de cada 5) eran
resistentes a antibidticos, frente al 20 % de la chufa ecolégica. En este caso si se pueden comparar
ambos resultados, al haber estudiado la misma cantidad de tubérculos de ambos tipos. Asi, se puede
afirmar que la chufa convencional contiene mas bacterias resistentes a carbapenémicos y C3G que la
ecoldgica, a falta de futuros trabajos con mayor tamafio de estudio que lo confirmen.

b. Distribucién de las resistencias en funcién de la especie bacteriana

Pseudomonas ha sido el género bacteriano con mayor numero de aislados resistentes, ya que 14 de las
22 identificadas lo fueron (63,6 %). No obstante, las especies con un mayor porcentaje de bacterias
aisladas resistentes fueron Acinetobacter spp., y Cupriavidus giilardii, ya que la totalidad (100 %) de las

bacterias de ambas especies resultaron resistentes como minimo a uno de los antibiéticos testados.

Todas las Pseudomonas aisladas resistentes mostraron resistencia al menos a uno de los antibiéticos
carbapenémicos, y un gran numero de ellas presentd la combinacién de resistencia a IMPy MEM, lo que
supone una preocupacion ya que los antibiéticos carbapenémicos son una importante linea de accion
actualmente. Todos los aislados de Pseudomonas fueron sensibles a CAZ, a excepcién de uno, por lo
que este antibidtico resultaria idéneo en caso de infeccién por Pseudomonas. Las bacterias del género
Acinetobacter identificadas presentaron diferentes patrones de resistencia. Todas provenian de

vegetales de cultivo ecoldgico, siendo mas frecuentes en rucula.

Tan solo se identificaron 3 aislados resistentes de S. maltophilia, lo que supone un 15,8 % de los 19
totales. Teniendo en cuenta que el Unico antibidtico que se evaluaba para S. maltophilia era CAZ, se
puede apreciar que este tiene una gran efectividad y puede ser usado como tratamiento. Este hecho
resulta muy favorable considerando que S. maltophilia posee resistencia intrinseca a numerosos
antibidticos, y por tanto son muy reducidas las lineas de tratamiento disponibles (Brooke, 2021). En
cuanto a C. gilardii, todos los aislados mostraron resistencia a ambos carbapenémicos estudiados, y
algunos de ellos también a alguna de las C3G, principalmente a CAZ. Esto puede indicar que
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probablemente C. gilardii posea resistencia intrinseca a carbapenémicos, tal y como estudiaron Ruiz et
al. (2019) en su trabajo, donde analizaron el resistoma de cepas aisladas de aguas mediante la
secuenciacion de su genoma. De ser asi, se limitaria en gran medida las opciones de tratamiento en
caso de infeccidn. Por ultimo, la Unica cepa aislada de O. intermedium mostré una gran resistencia a
CTXy CAZ, acorde a al trabajo de Ryan y Pembroke (2020) donde se afirma que las bacterias del género
Ochrobacterium son resistentes a la mayoria de C3G, y sensibles a carbapenémicos. Por ello, en este

caso los antibidticos carbapenémicos si resultarian Utiles ante infecciones hospitalarias.

2.2. Estudio de la produccién de ESBL de los aislados

Eluso de antibiéticos C3G en combinacidn con acido clavulanico en los antibiogramas permite conocer
si las bacterias producen ESBL. Si el tamano del halo en el disco con &cido clavulanico es al menos 5
mm mayor que el disco sin acido clavuldnico, se puede afirmar que la bacteria produce ESBL (EUCAST,
2017). Este criterio se cumplio en 38 aislados en el caso de CTL, y 3 aislados en el caso de CAL. Por
tanto, el 74,5 % de los aislados poseen ESBL contra CTX, y el 5,9 % contra CAZ, siendo relevante que
todos los casos de ESBL de resistencia a CAZ proceden de aislados de verduras ecoldgicas y cuentan
también con ESBL de resistencia a CTX. El gran porcentaje de aislados con ESBL obtenidos es
significativamente superior al obtenido en otros trabajos, como el de Jiménez-Belenguer et al. (2023)
donde encontraron ESBL Unicamente en el 13 % de los aislados, o el de Reuland et al. (2014), donde se
detectaron ESBL en el 6 %. Sin embargo, las diferencias en los protocolos seguidos y las especies
bacterianas aisladas en cada proyecto pueden explicar estas grandes disparidades.

Es destacable que 18 de las 19 cepas aisladas de S. maltophilia (94,7 %) poseian ESBL de resistencia
a cefotaxima, a pesar de que esta especie tiene resistencia intrinseca a CTX gracias a los mecanismos
moleculares de los que dispone. 4 de las 5 cepas aisladas (80 %) de C. gilardii,14 de las 18 cepas
aisladas de Pseudomonas spp. (77,8 %), y la Unica cepa aislada de O. intermedium poseian también
ESBL. Por otra parte, no todos los aislados que presentaban ESBL se consideraban resistentes a
cefotaxima, sino que el 31,6 % de ellos era sensible a dicho antibiético. A pesar de contener el ARG,
probablemente no esté siendo aln expresado para conferir resistencia, sino que podria comenzar a
hacerlo cuando se active por sufrir presion selectiva. El alto porcentaje de bacterias aisladas con ESBL
contra cefotaxima resulta preocupante, pues muestra la alta prevalencia de este tipo de enzimas en
microorganismos que se encuentran en vegetales frescos de gran consumo, lo que puede favorecer la

propagacion de estos ARG en el medioambiente.

Esrelevante que todos los aislados procedentes de rucula, tanto ecoldgica como convencional, poseian
ESBL contra CTX, asi como el 89 % de los aislados procedentes de espinaca. Ambos vegetales
destacan por su alta prevalencia en bacterias productoras de ESBL, mientras que en lechuga, kale y
chufa, el 75, 50 y 60 % respectivamente de los aislados producian ESBL. En cuanto al tipo de cultivo, se
encontraron ESBL en el 76 y 76,9 % de los aislados de cultivo ecoldgico y convencional
respectivamente, por lo que apenas se observa diferencia entre ambas, al contrario que ocurre en el
trabajo de Zhu et al, (2017), donde se detectd una presencia superior de ARG en aislados de cultivo
ecoldgico. La reducida muestra empleada impide hacer un estudio estadistico fiable que determine si
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las diferencias entre vegetales y tipos de cultivo son significativas, por lo que seria necesario hacer
nuevos estudios en el futuro con un mayor tamafio muestral.

Por otra parte, la baja presencia de ESBL que degraden ceftazidima supone un alivio por la escasa
presencia de este tipo de enzimas peligrosas para la efectividad de los tratamientos clinicos. No
obstante, numerosos aislados presentan resistencia a ceftazidima, lo que significa que hay otros
mecanismos implicados en la resistencia a este antibidtico que deben ser estudiados, y que la
combinacién de acido clavulanico con CAZ puede no ser efectivo en la mayoria de los casos.

3. DETECCION DE GENES DE RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS B-LACTAMICOS EN
AISLADOS

La deteccion de genes de resistencia a antibioticos se llevd a cabo mediante PCR muiltiplex y posterior
electroforesis de los amplicones para las 51 bacterias Gram negativas aisladas. Se testearon los 7
genes estudiados en todas las muestras, si bien se esperaba encontrar alguno de los genes blaoxa-ss,
blame, blakec 0 blayim en las cepas resistentes a carbapenémicos, y los genes blargm, blasyy 0 blacmy-2 en
alguna de las cepas resistentes a C3G.

A pesar de seguir rigurosamente los protocolos establecidos y emplear el material necesario, todos los
resultados obtenidos en la electroforesis fueron negativos, de modo que no se observaron bandas que
confirmaran la presencia de los ARG estudiados en ninguna de las muestras (Figura 9). Se repitio el
mismo protocolo para los 7 genes y 51 muestras, de modo que se llevaron a cabo varias electroforesis
que abarcaran todos los casos, obteniendo el mismo resultado en todos ellos: no se observaban bandas
en el gel para los tamanos que deberian tener los amplicones de los ARG, al contrario que ocurria en
estudios similares como el de Jiménez-Belenguer et al. (2023) o el de Rico y Falomir (2020), donde se
identificaron varios genes de resistencia. No obstante, en todas las electroforesis se pudo apreciar
como todos los controles positivos empleados si se observaban en forma de una banda brillante, y el
control negativo fue negativo también en todos los casos para descartar que hubiera contaminacion
(Figura 9). Esto confirma que los reactivos del mix de reaccidn si se encontraban en perfecto estado, y
que las condiciones de PCRy electroforesis fueron adecuadas.

Figura 9. Electroforesis en gel para estudiar los ARG blaoxa y blame €n las muestras que se indican. El pocillo
MP corresponde al marcador de pesos moleculares. Los tres ultimos pocillos contienen los controles: C+OXA
corresponde el control positivo para blaoxa, C+IMP corresponde al control positivo para blame, y C-

corresponde al control negativo, para el que se empled agua MiliQ. Fuente propia.

Por otro lado, se comprobd la calidad del ADN extraido para descartar que se hubiera deteriorado. Se
midid su concentracién y pureza mediante el espectréometro Nanodrop, resultando idéneo en todos los
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casos. Se testd también la calidad del ADN corriéndolo puro en un gel de electroforesis para observar si
existia degradacion, pero en todos los casos se observé tan solo una banda en lo alto del gel, que
demostraba la integridad del ADN.

Esto da lugar a dos hipotesis: o bien los ARG buscados estan presentes en algunas muestras, pero su
concentracioén es inferior al umbral de deteccidn de la PCR y/o de la electroforesis, lo que impide que
se amplifiquen o se observen; o bien todas las muestras son verdaderamente negativas para los genes

estudiados, habiendo varias posibles causas para ello.

El primer caso resulta bastante probable, sobre todo teniendo en cuenta que algunos ARG pueden
localizarse en plasmidos pequefos o que no se expresan. Para subsanar este problema seria necesario
buscar métodos alternativos de deteccion; seria idéneo emplear PCR cuantitativa (QPCR) por ser mas
sensible, tal y como se hace en el trabajo de Gao etal. (2020). También podrian secuenciarse los
amplicones, como se hace en los trabajos de Zurfluh et al. (2015) y Van Hoek et al. (2015), o incluso
secuenciarse el genoma mediante técnicas de secuenciacién de tercera generacion, que podrian
concluir si los genes estan o no presentes con una gran fiabilidad. Ademas, podrian identificar muchos

otros genes de resistencia a la vez.

Existen numerosas razones que pueden explicar que todas las muestras sean negativas para los genes
buscados. En primer lugar, en el estudio se busca una reducida cantidad de los ARG existentes
codificantes para carbapenemasas o ESBL, si bien hay otros muchos genes conocidos que no han sido
incluidos en el proyecto. Se ha examinado tan solo un gen de cada una de las familias blarev, blasuy,
blacmy, blavm, blaoxa, blame, blakec, pero existen muchos otros genes en cada familia. Ademas, se
conocen también otros tipos de genes de ESBL o carbapenemasas como blanom, blaacc, blasoo, blaric,
blarr, blagan, 0 blarona entre otros (Taggar et al, 2020; Chelaghma etal, 2021). Por tanto, las
resistencias identificadas podrian ser causadas por alguno de los genes que no se han considerado. Por
otra parte, los ARG incluidos en el estudio lo fueron por ser habituales en Enterobacterias, que son el
tipo bacteriano que se buscaba aislar principalmente de vegetales para este proyecto. Sin embargo, al
haberse obtenido aislados de otras familias y géneros, es coherente que estos presenten otro tipo de
genes de resistencia acordes a su especie. En el caso de S. maltophilia, se han encontrado
principalmente los genes bla;; y bla;» que confieren resistencia a B-lactamicos, el primero de ellos
incluso a carbapenémicos (Brooke, 2021). En Pseudomonas putida aislada de muestras clinicas de han
identificado los ARG blapme, blacars y blanom (Bao et al., 2022). Todos estos genes resultan de interés para
ser estudiados en los aislados obtenidos en futuros trabajos. Los genes blaces se han localizado en
paises europeos, presente tanto en Enterobacterias como en Psuedomonas y Acinetobacter, por lo que
también podrian haber sido incluidos en el presente estudio, o podrian ser examinados en un futuro
(Halat et al., 2016).

Por otra parte, existen diversos mecanismos de resistencia al margen de la presencia de ARG, taly como
se comenta en el presente trabajo. Es posible que algunas de las resistencias fenotipicas a antibiéticos
observadas en las cepas aisladas no se deban a la presencia de ARG, sino que sean causadas por otras
herramientas moleculares. De esta forma, las resistencias se podrian fundamentar en una baja
permeabilidad de la membrana plasmatica que impide el paso de la mayoria de las sustancias, en

bombas de flujo que externalizan los farmacos que buscan entrar al interior celular, en la modificacién
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de las dianas sobre las que actuan los antibiéticos, o la modificacion de los compuestos en si mediante
ataques quimicos a los mismos.
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V. CONCLUSIONES

En el presente trabajo se ha evaluado la presencia de ARB en verduras de cultivo ecolégico y
convencional obtenidas de la huerta valenciana, asi como sus patrones de resistencia a antibiéticos

carbapenémicos y cefalosporinas de tercera generacion.

Se encontré que la lechugay rucula poseen un mayor contenido de bacterias posiblemente resistente a
antibidticos carbapenémicos. No se detectaron Enterobacterias, lo que disminuye el riesgo de ciertas
enfermedades alimentarias. No obstante, se hallaron patégenos oportunistas como Stenotrophomonas
maltophilia, Pseudomonas spp., Acinetobacter spp. o C. gilardii, que pueden provocar enfermedades a

personas inmunocomprometidas, y también contribuir a la diseminacién de genes de resistencia.

Mas de la mitad de los aislados eran resistentes al menos a uno de los antibiéticos, siendo mas comdun
la resistencia a 3 antibiodticos. Esto confirma que los vegetales pueden ser reservorios de ARB. Gran
parte de los aislados presentaba resistencia a uno o ambos carbapenémicos, lo que sugiere una
disminucidn de la eficacia de estos farmacos, que actualmente son una de las principales lineas de
tratamiento contra bacterias Gram negativas resistentes a cefalosporinas o bacterias que poseen ESBL,
y pone de manifiesto la necesidad de encontrar tratamientos alternativos que puedan sustituir el papel
de los carbapenémicos. Por otra parte, CAZ demostré ser el antibidtico mas efectivo y con una menor
tasa de resistencia. En concreto resulté muy efectivo para la mayoria de las cepas de S. maltophilia, que
posee resistencia a numerosos antibidticos, ademas de contra gran parte de Pseudomonas spp. y
Acinetobacter spp.

Se ha detectado un porcentaje ligeramente mayor de ARB en vegetales de hoja de cultivo ecoldgico en
comparacion con los convencionales, mientras que la chufa convencional contenia una cantidad
verdaderamente superior de ARB que la ecoldgica. No obstante, estos datos necesitan ser reforzados
por futuros estudios que incrementen el nimero de muestras estudiadas, equilibrando las cifras de

ambos tipos de cultivo.

Tres cuartas partes de los aislados producian ESBL para CTX, mientras que la produccion de estas
enzimas contra CAZ fue minoritaria. Por ello, CAZ resulta un antibidtico éptimo para ARB. No obstante,
el uso de CAZ en combinacién con acido clavulanico probablemente no sea efectivo para aquellas
bacterias resistentes a CAZ, pues su resistencia no suele estar mediada por ESBL, sino por otros

mecanismos.

No ha sido posible la deteccion de ARG en los aislados mediante PCR y electroforesis, por lo que es
necesario emplear nuevas técnicas con limites de deteccién mas sensibles en un futuro. Ademas, seria
conveniente incluir en el estudio aquellos ARG mas encontrados en las bacterias aisladas identificadas

para optimizar los resultados.
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ANEXOS

ANEXO | a. Cepas bacterianas identificadas de cada género y especie, y recuento de las mismas.

Género Especie Recuento Cepas
Stenotrophomonas  maltophilia P2.3,P3.3,P7.3,P8.2,P9.1,P12.1, P13.2, P14.2,
19 P15.2,P16.4, P26.1, P28.2, P29.1, P31.3, P32.1,
P34.1,P38.1, P39.1, P41.2
Pseudomonas spp. P6.1,P14.3,P16.1, P16.3,P19.2, P21.1, P24 .1,
17 P25.1,P27.1, P29.2, P31.4,P33.1, P35.1, P37.1,
P37.3,P40.1, P41.1
monteilii 4 P8.3,P10.1,P13.1, P15.3,
putida 1 P11.1
Acinetobacter lactucae 2 P6.3,P7.2
pittii 2 P14.1,P27.2
Cupriavidus gilardii 5 P2.1,P4.1,P5.1, P19.1, P20.1
Staphylococcus warneri 1 P17.1
epidermidis 1 P11.3
Ochrobactrum intermedium 1 P31.1
Diutina rugosa 1 P16.2
54
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ANEXO | b. Namero de aislados de cada especie bacteriana identificados en cada vegetal en

funcién de su tipo y forma de cultivo.

TIPO DE CULTIVO

Ecolégico

Convencional

TIPO DE VEGETAL

Lechuga

Stenotrophomonas maltophilia (3): P3.3,
P13.2,P29.1,

Pseudomonas spp (3): P6.1, P24.1, P29.2
Pseudomonas monteilii (1): P13.1

Acinetobacter lactucae (1): P6.3

Stenotrophomonas maltophilia (2): P16.4,
P32.1

Pseudomonas spp. (2): P16.1, P16.3
Diutina rugosa (1): P16.2

Kale

Stenotrophomonas maltophilia (3): P2.3,
P8.2, P26.1
Cupriavidus gilardii (2): P2.1, P20.1

Pseudomonas monteilii (1): P8.3

Stenotrophomonas maltophilia (1): P41.2
Pseudomonas spp. (1): P41.1

Espinaca

Stenotrophomonas maltophilia (3): P12.1,
P14.2,P28.2

Cupriavidus gilardii (2): P4.1, P19.1
Pseudomonas spp (3): P14.3, P19.2, P25.1
Acinetobacter pittii (1): P14.1

Staphylococcus warneri (1): P17.1

Ruacula

Stenotrophomonas maltophilia (4): P7.3,
P9.1, P31.3, P38.1

Pseudomonas spp. (3): P27.1,P31.4, P33.1
Acinetobacter lactucae (1): P7.2
Acinetobacter pittii (1): P27.2

Ochrobacterium intermedium (1): P31.1

Stenotrophomonas maltophilia (1): P39.1
Pseudomonas spp. (1): P40.1

Chufa

Stenotrophomonas maltophilia (2): P15.2,
P34.1

Pseudomonas spp. (1): P21.1
Pseudomonas monteilii (2): P10.1, P15.3

Cupriavidus gilardii (1): P5.1,
Pseudomonas spp. (3): P35.1, P37.1,
P37.3

Pseudomonas putida (1): P11.1

Staphylococcus epidermidis (1): P11.3
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ANEXO II. Relacion del trabajo con los Objetivos de Desarrollo Sostenible de la Agenda 2030.

Alto Medio Bajo No procede
ODS 1. Fin de la pobreza. X
ODS 2. Hambre cero. X
ODS 3. Salud y bienestar. X
ODS 4. Educacion de calidad. X
ODS 5. Igualdad de género. X
ODS 6. Agua limpia y saneamiento. X
ODS 7. Energia asequible y no contaminante. X
ODS 8. Trabajo decente y crecimiento econémico. X
ODS 9. Industria, innovacion e infraestructuras. X
ODS 10. Reduccidn de las desigualdades. X
ODS 11. Ciudades y comunidades sostenibles. X
ODS 12. Producciény consumo responsables. X
ODS 13. Accion por el clima. X
ODS 14. Vida submarina. X
ODS 15. Vida de ecosistemas terrestres. X
ODS 16. Paz, justicia e instituciones soélidas. X
ODS 17. Alianzas para lograr objetivos. X

Este trabajo se fundamenta principalmente en los ODS 2, 3, 12y 13, por estudiar una forma de consumo
mas respetuosa con el medioambiente y con las personas, que busca disminuir la huella de carbono y
hacer una gestién mas eficiente de los recursos. Del mismo modo, con este trabajo se busca valorar la
salubridad y seguridad que proporcionan algunos alimentos de consumo en crudo, lo que contribuye a
la salud y seguridad alimentaria de los consumidores.
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