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Titulo: Estudio de la incidencia y resistencia a antibidticos de Enterobacterias como E.
coliy Salmonella spp. aisladas de huevos ecoldgicos y convencionales

Resumen.

La resistencia a los antibidticos en estas bacterias es preocupante, ya que puede dificultar el
tratamiento de las infecciones. La incidencia de enterobacterias resistentes a antibidticos en
huevos puede variar segun diversos factores, como la salud de las aves, las condiciones de
higiene en las instalaciones de produccidn y el uso de antibidticos en la cria de aves. Actualmente
muchos microorganismos tienen resistencias frente a antibidticos ya sean intrinsecas,
extrinsecas o adquiridas con el tiempo. Las enterobacterias son un grupo diverso de esas
bacterias que incluyen organismos como Escherichia coliy Salmonella spp., algunas de las cuales
pueden causar enfermedades gastrointestinales transmitidas por alimentos.

En este Trabajo Final de Grado (TFG), se analizaron huevos de distinta procedencia de modo que
se identificaron diversas enterobacterias, ademas de Escherichia coliy Salmonella spp. Ademas,
se realizaron pruebas bioquimicas para su identificacion. También, se emplearon antibiogramas
para ver que microorganismos eran resistentes a los distintos antibidticos y en qué grado lo eran.
Finalmente, mediante técnicas moleculares Multiplex PCR se estudiaron los genes implicados en
la resistencia a antibidticos de las enterobacterias aisladas.

Se detectaron enterobacterias y diferentes cepas de Escherichia coli. No hubo presencia de
Salmonella spp. en ninguna de las muestras analizadas. Respecto a los antibiogramas y PCR
Multiplex, muchas de las cepas identificadas tales como: Acinetobacter baumanii o Escherichia
coli presentaron resistencias a diferentes antibidticos destacando a beta-lactdmicos como AMP
y AMC. Asimismo, se detectaron genes de resistencia a los genes beta-lactamicos blatem, blacwy,
blaswy y a los genes de quinolonas gnrB y gnrsS.

El consumo de huevos se puede considerar seguro siempre que se empleen buenas practicas de
manipulacion, aun asi, pueden suponer un riesgo para el consumidor al poseer bacterias con
resistencia a antibidticos y portar genes de resistencia que pueden dispersarse con el
consiguiente peligro de toxiinfeccion

Palabras clave: Resistencias, antibidticas antibioticos, PCR Multiplex y enterobacterias, gen
resistencia, beta-lactdmicos, carbapenemes.
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Title: Study of the incidence and antibiotic resistance of Enterobacteriaceae such as E.
coli and Salmonella spp. isolated from organic and conventional eggs.

Abstract.

Antibiotic resistance in these bacteria is of concern, as it can make it difficult to treat infections.
The incidence of antibiotic-resistant Enterobacteriaceae in eggs can vary according to several
factors, such as bird health, hygienic conditions in production facilities, and the use of antibiotics
in poultry farming. Currently many microorganisms have resistance to antibiotics whether intrin-
sic, extrinsic or acquired over time. Enterobacteriaceae are a diverse group of such bacteria that
include organisms such as Escherichia coli and Salmonella spp. some of which can cause food-
borne gastrointestinal illness.

In this Final Degree Project (TFG), eggs from different origins were analysed so that various
Enterobacteriaceae were identified, in addition to Escherichia coli and Salmonella spp. In
addition, biochemical tests were carried out for its identification. Antimicrobial susceptibility
testing was also used to see which microorganisms were resistant to the different antibiotics
and to what degree they were. Finally, using high-resolution molecular techniques (Multiplex PCR)
the genes involved in antibiotic resistance in the isolated Enterobacteriaceae were studied.

Enterobacteriaceae and different strains of Escherichia coli were detected. Salmonella spp. were
not present in any of the samples analysed. Regarding the antibiograms and Multiplex PCR,
many of the strains identified, such as Acinetobacter baumanii or Escherichia coli, showed
resistance to different antibiotics, especially to beta-lactams such as AMP and AMC. Resistance
genes to the beta-lactam genes blatem, blacwy, blasywy and the quinolone genes gnrB and gnrS
were also detected.

Eggs can be considered safe to consume if good handling practices are used, but they may still
pose a risk to the consumer as they contain antibiotic resistant bacteria and carry resistance
genes that can be spread with the consequent danger of toxiinfection.

Keywords: Resistance, antibiotics, antibiotic resistance, multiplex PCR and enterobacteria,
resistance gene, beta-lactams, carbapenems.
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1. Introduccion.
1.1 Sector avicola en la Comunidad Valenciana.

En los ultimos afios, la Comunidad Valenciana se ha convertido en una de las principales y mas
importantes zonas productoras de huevos del mercado espafiol. La avicultura es uno de los
sectores mundiales agropecuario cuya aportaciéon econdmica es de las mas grandes tanto en el
territorio valenciano como a nivel nacional e internacional.

Existen cuatro sistemas de produccién de huevos en la avicultura de puesta, en donde cada uno
de esos sistemas ofrecen unas altas garantias sanitarias. Cada sistema tiene un numero de
identificacién integrado. El cddigo 3 corresponde con el sistema de jaula y representa el 80% de
las producciones espafiolas. El cddigo 2 corresponde con el sistema en donde la gallina tiene
acceso al suelo en aviarios. El cdédigo 1 corresponde con gallinas criadas con acceso al campo.
Por ultimo, el cddigo 0 corresponde a gallinas criadas en el campo y que tienen una alimentacién
con certificacién ecoldgica (Asociacion Avicola Valenciana, s.f.).

Si queremos saber en qué pais ha sido producido el huevo, habra que fijarse en las dos primeras
siglas. Por ejemplo: en el caso de Espana apareceran las siglas “ES”. Para saber la provincia de
procedencia, esta vendra dada por los siguientes dos digitos. Los tres préximos digitos nos dara
informacion sobre el municipio. Por ultimo, los digitos restantes nos daran informacién sobre la
granja.

También encontramos informacidn en el envase, como la categoria, siendo la A la que indica que
los huevos son frescos, que no han recibido ningun tipo de tratamiento. Aparte de la categoria,
otro tipo de informacion que podemos obtener de la caja es el tamafio, que puede ser: S
(pequenos), M (medianos, con un peso 253 gramos y <63 gramos), L (grandes, con un peso 263
gramos y <73 gramos) y XL (supergrandes con un peso 273 gramos) (Hoy Huevo, n.d.).

1.1.1 Huevos ecoldgicos.

Los huevos ecoldgicos se caracterizan porque proceden de gallinas que viven en corrales al aire
libre. Para obtener el sello ecolégico, las gallinas tuvieron que alimentarse con pienso ecoldgico
procedente de la agricultura ecoldgica. Esta se caracteriza por la no utilizacidon de pesticidas o
abonos que sean de sintesis quimica para la proteccidon de plagas y enfermedades, lo que le
otorga al huevo el nombre ecolégico. Aparte de todo esto, las gallinas tienen al menos ocho
horas de suefio con total oscuridad y un acceso de terreno minimo de 4 m? por cada gallina.

Por todo ello, esto hace que los huevos tengan denominacién ecoldgica. No obstante, el
encarecimiento de la produccién de este tipo de huevos, debido a que es distinta a la de otros
tipos de produccidn, hace que el precio de los huevos ecolégicos sea superior a los otros tipos
de huevos (Dehesa El Milagro, s.f.).

1.1.1.1 Normativa de huevos ecoldgicos.

El 1 de enero de 2021, entrd en vigor el Reglamento (UE) 2018/848 del Parlamento Europeo que
trata sobre productos ecoldgicos y su correspondiente etiquetado. Este texto conserva los
requerimientos del Reglamento (CE) n2589/2018 sobre la produccidén ecoldgica de aves de
corral.

Los requisitos de la reglamentacion sobre los huevos ecoldgicos respecto a las instalaciones que
deben cumplir son:



e Las gallinas ponedoras deben disponer de comedores longitudinales que tengan un
minimo de 10 cm por cada ave o comederos con forma circular que tengan un minimo
de 4 cm por ave.

e Los bebederos deben de tener 2 cm y medio de espacio por cada gallina. Con forma
circular seria suficiente 1 cm? de espacio. Y si fueses de boquilla o en taza, debe de tener
un espacio de 1 cm por cada 10 gallinas.

e Todas y cada una de las gallinas han de tener el mismo acceso a los comederos y
bebederos.

e Debe haber al menos como minimo un nido para 7 gallinas. Si los nidos fueran colectivos,
el espacio minimo debe ser de 1 m2 para un maximo de 120 gallinas.

e Los niveles superpuestos no deben ser mas de 4 cm y cuya altura entre ellos debe ser de
al menos 45 cm. Estos niveles tienen que evitar que los excrementos se caigan hacia los
niveles mas bajos.

e Elacceso al aire libre debe ser sin interrupciones y durante todo el dia.

e Loslugares que se utilicen al aire libre deben estar cubiertos de vegetacidén en gran parte
y no deben ser utilizados para otros fines.

e Al aire libre, por cada hectéarea, no debe superarse las 2500 gallinas.

e Los espacios al aire libre no pueden exceder de 150 metros desde la trampilla de salida
del edificio mds cercana.

Otros datos que proporciona la normativa y que son de interés:

No hay que dejar los huevos frios a temperatura ambiente. Segun la normativa, si se dejan los
huevos frios a temperatura ambiente puede ocasionar un fenémeno de condensacion que dé
lugar al desarrollo de bacterias en la cdscara y que puedan penetrar al interior del huevo. Para
gue esto no ocurra, los huevos deben ser almacenados y transportado a una temperatura éptima
y constante. Aparte, tampoco deben de ser refrigerados antes de venderlos al consumidor.

No hay que limpiar los huevos. Los huevos no deben de ser lavados debido a que esto podria
generar dafios en la cdscara que protege al huevo de bacterias. No obstante, si hay un
tratamiento por medio de rayos ultravioleta, este no se considera un proceso de limpieza
(Cobardes y Gallinas, 2023).

1.1.1.2 Impacto socioecondémico del sector del huevo ecolégico.

A medida que pasan los afios, los huevos ecoldgicos han ganado popularidad debido a que su
produccidn es sostenible y respeta al medioambiente.

Como se ha mencionado anteriormente, la produccion de huevos ecoldgicos esta basada en las
practicas que cuidan el medioambiente, en donde, se emplea alimentos organicos, las gallinas
estan al aire libre y los pesticidas y antibidticos estan prohibidos. Como resultado positivo de
esto, se preserva la biodiversidad y el bienestar animal.

Los beneficios econdmicos del sector del huevo ecoldgico son la generacion de empleos en las
zonas rurales, donde estdn normalmente las granjas, y ademas se fomenta la agricultura
sostenible, donde se promueve un modelo econdmico mas equilibrado y justo.

El impacto ambiental de este sector es importante porque reduce la contaminacion del suelo y
del agua, ya que no se empleen sustancias quimicas que puedan contaminar. Ademas, al no
utilizar antibidticos, lo que se consigue es el no generar resistencias bacterianas frente a
antibidticos.



El consumo de huevos ecoldgicos es una opcién saludable y responsable, pues la trazabilidad del
producto esta garantizada y como no se utilizan sustancias quimicas ni antibidticos, estos son
evitados en el consumo. Por cada consumo de huevo ecolégico, se produce una ayuda a los
productores locales, contribuyendo asi a la economia regional.

La calidad nutricional que tiene los huevos ecolédgicos es superior a la de los huevos
convencionales, pues la concentracién en omega 3, antioxidantes y vitaminas es mayor,
convirtiéndolo en una opcidon mas saludable para el consumidor.

Debido a que estos huevos son producidos por gallinas cuyas condiciones de vida son dignas, el
sector de huevos ecoldgicos promueve el bienestar animal y una produccion mas ética y
sostenible. El impacto social que tiene la produccién de huevos ecoldgicos ayuda al desarrollo
de comunidades rurales por las ofertas de empleo que produce y promover la agricultura
sostenible.

Teniendo en cuenta la importancia que es llevar una alimentacion saludable y sostenible, se
genera un cambio positivo en la sociedad.

El desarrollo local de este producto fortalece a las economias de las regiones rurales,
permitiendo asi la diversificacion de la oferta alimentaria. Con esto se consigue reducir la
dependencia de las importaciones y promover la autosuficiencia. Al fortalecer la economia, las
regiones rurales son capaces de ser independientes en su produccién y asi poder llevar a cabo
todo el proceso de la produccién de huevos ecoldgicos ellos solos.

A medida que aumenta el consumo de huevos ecoldgicos, también aumenta la concienciacion
sobre la importancia que tiene proteger el medio ambiente y ademds promover las buenas
practicas agricolas sostenibles. Con esto se consigue un aumento de la preservacion de los
recursos naturales y el bienestar de las generaciones futuras (Huevos Vereco, n.d.).

1.1.2 Huevos convencionales.

Los huevos convencionales se caracterizan por sistemas en los que las gallinas se mantienen en
jaulas y cuya alimentacidn es estandar, basandose en concentrado.

Las caracteristicas que tiene estos huevos son: una yema mds naranjada que amarilla, esto es
debido a la alimentacidn de las gallinas, pues esta estard compuesta por una cantidad importante
de carotenoides que resultan en ese tipo de coloracién. La dureza de la cdscara es elevada,
dentro de lo que cabe. Por ultimo, el sabor es diferente a por ejemplo huevos producidos por
gallinas de pastoreo, esto tiene que ver con la alimentacién. La alimentacién de gallinas que
producen huevos convencionales es de concentrado mientras que la de gallinas de pastoreo es
de un 20% de concentrado y un 80% de insectos.

Una ventaja que tiene los sistemas convencionales de produccion de huevos es que, al estar las
gallinas en jaulas con disposicion en bateria, estas estan separadas de sus heces de manera muy
eficiente. Debido a esto, al no haber nido ni ningln tipo de material dentro de la jaula,
concretamente en el suelo, no hay acumulacién de heces ni contaminacién fecal y como
consecuencia hay una reduccidn drdstica a la presencia de microorganismos (Guier et al., 2023).

1.1.2.1 Normativa de huevos convencionales.

Segun el reglamento delegado (UE) 2023/2465 de la Comision, de 17 de agosto de 2023, por el
que se completa el Reglamento (UE) n21308/2013 del Parlamento Europeo y del consejo, los
puntos para tener en cuenta son:



Para la buena comercializacién de los huevos y el buen funcionamiento de mercado, es necesario
gue estos tengan los criterios de clasificacidn, la conservacion y la manipulacidn, los requisitos
de marcado y embalaje y las condiciones de importacidn y exportacion.

Para los huevos de categoria A, que en este caso son los huevos convencionales, es necesario
determinar las caracteristicas cualitativas para garantizar que los huevos que se entreguen al
consumidor final sean de calidad. Ademas de fijar unos criterios que faciliten la inspeccion
técnica pertinente.

De manera general, los huevos no deben lavarse ni limpiarse, pues este tipo de practicas podria
generar dafios y deterioro en la cascara de estos. Es una barrera eficaz frente a la entrada de
microorganismos, ademas de tener muchas propiedades antimicrobianas.

Las practicas con el tratamiento de rayos ultravioleta, no se consideran tratamientos de limpieza,
no obstante, en algunos paises se utilizan ofreciendo unos excelentes resultados.

Para garantizar la frescura de los huevos es necesario la fijacion de unos plazos maximos en
representacion a: la clasificacion, el marcado y el embalaje de los huevos, y también el envase
de los huevos. Debe establecerse informacion acerca de la trazabilidad de los huevos, los
piensos, los animales que son destinados a la produccién de alimentos, en este caso las gallinas
y las sustancias afiadidas a alimentos o piensos.

Debido a que los huevos de categoria A precisan de una clasificacidon por peso, es necesaria la
creacion de categorias que estén limitadas por pesos.

Los huevos de categoria B, en el caso de no bastar con el cédigo de productor, se debera afiadir
mas informacion. Debe haber un establecimiento del marcado del método de cria y también
unos requisitos minimos para estos métodos. También se tiene que fijar un nimero maximo de
dias para el consumo de huevos especialmente frescos (Comision Europea, 2023).

1.1.2.2 Situacion del sector del huevo convencional en Espaia.

En el afio 2023, las gallinas tuvieron mas de un 5% de reduccidn de reposiciones y ademas el
consumo de huevos en los hogares espafioles aumenté un 7,7% hasta el mes de noviembre. Esto
totalizado son unos 37,2 millones de reposiciones de gallinas, obteniéndose una media mensual
de 3,1 millones lo que conlleva un descenso de un 5,6% respecto al afio 2022

En el informe trimestral del MAPA se destaca la evolucion respecto al precio del pienso de
ponedoras, siendo este 362€/t, resultando ser un 14,5% inferior al afio 2022 y un 20% mas alto
respecto a la media en los Ultimos 5 afos.

Respecto a los precios de los huevos, segun los datos recogidos por MAPA, en el afio 2023 son
un 46% superiores en comparacién al afo 2022 y actualmente en el afio 2024, estos estdn
bajando un 13% respecto al afio 2023.
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Figura 1: Relacidn costes totales y precios de los huevos en el mercado espafiol (2013-2023).

En los ultimos afos la evolucién del huevo respecto al consumo ha sido muy positivo, pues desde
el mes de diciembre del afio 2022 hasta el mes de noviembre del afio 2023, ha habido una
reduccion de un 1,5% en alimentos y bebidas en los hogares espafoles, segun el informe mas
reciente del panel de consumo alimentario del MAPA. Con esto, los hogares estan reduciendo la
compra de los alimentos basicos como la leche liquida, los derivados lacteos, el pan, el azicary
las legumbres, haciendo que el volumen de huevos comprados crezca un 7,7%, dando un valor
total de 19,5% (Jadé, 2023).

1.2 Calidad y seguridad alimentaria en la comercializacion de huevos.

Las buenas practicas de manipulacién de los huevos y el posterior procesamiento de estos,
determinara tanto su calidad como su seguridad en el ambito alimentario, pues esto influye en
las condiciones sanitarias del producto que luego consumimos.

Para garantizar que los huevos sean seguros y de calidad hay que evaluar la calidad
microbioldgica y, ademas, esto nos permite poder asegurar que los alimentos que consumimos,
en este caso los huevos deben de tener ausencia de microorganismos patdgenos y por tanto no
afectan a la salud de los seres humanos (El Sitio Avicola, s.f.).

1.2.1 Indicadores de calidad.

En el presente trabajo, se han utilizado la investigacion de Escherichia coli y la presencia de
microorganismos patogenos como Salmonella spp. como indicadores de calidad del huevo
ecolégico como convencional. Aparte de estos dos microrganismos, se han tenido en cuenta
también las enterobacterias y los coliformes totales, tanto en la cascara del huevo que suele
haber mayor presencia de microorganismo, como el interior de este.

También, otros indicadores de calidad que pueden estar presentes en los huevos son los mohos
y levaduras. Estos pueden afectar a las propiedades sensoriales y, ademas, reducir el valor
nutricional del huevo. Por otra parte, sintetizan micotoxinas que ademas de tener un impacto
negativo en los animales, pueden contaminar el huevo y afectar al ser humano.

El grupo de coliformes totales son bacterias gran negativas que pertenecen a la familia de las
enterobacterias. La mayor o menor presencia de estas enterobacterias dependera de las buenas
practicas de higiene y limpieza.



Otros indicadores de calidad que no pertenecen al &mbito microbioldgico sino al fisicoquimico
son parametros como: el peso, porcentaje de yema, porcentaje de clara, unidades Haugh (factor
relacionado con la viscosidad del huevo), grosor de la cascara, dureza de la cascara y pH.

Las unidades Haugh, es el pardmetro mas importante de la calidad fisicoquimica del huevo.
Miden la calidad interna del huevo, en referencia a la proteina y su frescura. Unos valores
elevados estan relacionados con un huevo de alta calidad y frescura.

El pH de la clara del huevo esta entre 7,6 y 8,5, aunque estos valores, debido a la porosidad de
la cascara, el CO, durante el almacenamiento del huevo, sale por los poros de la cascara haciendo
que el pH aumente hasta 9,7. En lo referente a la yema del huevo, el pH es de 6, pero durante el
almacenamiento, este valor puede variar entre 6,4 y 6,9. A medida que disminuye la frescura y
la calidad del huevo, el pH de la clara y de la yema aumentan (Mufioz et al., 2020).

1.2.2 Escherichia coli.

Escherichia coli es una bacteria anaerobia facultativa comensal que por lo general se encuentra
en los intestinos de las personas y los animales que estan sanos. La mayoria de las cepas de esta
bacteria son inofensivas o causan una diarrea breve. No obstante, algunas cepas, como
Escherichia coli 0157:H7 puede tener sintomas mas graves.

Esta bacteria estd presente en las aguas o alimentos contaminados como es en el caso de este
trabajo, el huevo. Los signos y sintomas que produce la bacteria, en concreto Escherichia coli
0157:H7 aparecen por lo general pasados unos 3 o 4 dias después de la exposicion a esta. Los
signos y sintomas mas comunes son: diarrea que puede ser leve o liquida y en el caso de ser
grave aparece sangre, calambres estomacales, dolor o sensibilidad en el estdmago vy, por ultimo,
nauseas y vomitos.

La forma de contraer Escherichia coli es a través de la ingesta de alimentos contaminados como
son los siguientes: la carne picada que, al ser procesada, debido a que se encuentra cerca de los
intestinos, favorece que la bacteria puede llegar a la carne. La leche que no ha sido pasteurizada
debido a que la bacteria estd presente en la ubre de las vacas o en el equipo ordefiador y que
puede contaminar en la leche. Los productos frescos como los vegetales porque pueden estar
en contacto con vertidos de las granjas ganaderas. El agua contaminada, pues las heces de los
humanos y animales pueden contaminarla. Por ultimo, estaria el huevo, sobre todo la cascara
del huevo, debido a que este puede estar en contacto con las heces de las gallinas ponedoras y
de ese modo contaminarse (Mayo Clinic Staff, n.d.).

1.2.3 Salmonella spp.

Salmonella spp. es un género bacteriano que pertenece a la familia Enterobacteriaceae, cuyas
especies Salmonella enterica y Salmonella bongori. Salmonella enterica tiene mas de 2700
serotipos, dentro de los mas importantes esta Typhimurium que es de los que con mayor
frecuencia se asocian a casos humanos de salmonelosis.

La infeccion por este tipo de bacterias una zoonosis denominada salmonelosis, es una
enfermedad comun en animales que afecta al tubo intestinal. Esta bacteria vive en los intestinos
de animales y humanos y se expulsa mediante las heces. No todos los afectados por Salmonella
presentan sintomas. En el caso de si presentarlos, estos se producen en un rango 8 a 72h y la
recuperacidon de estos se consigue a los pocos dias o una semana de la produccién de sintomas
para las personas sanas. Los sintomas mas comunes que produce esta bacteria son: diarrea,



colicos estomacales, fiebre, nduseas, vomitos, escalofrios, dolor de cabeza y, por ultimo, sangre
en las heces.

La mayoria de las personas contrae Salmonella por consumir alimentos o agua contaminados.
Los alimentos que presentan esta bacteria y que suelen estar contaminados son: la carne cruda
de diversos tipos, sobre todo de vaca y ave. En los huevos crudos o poco cocidos, puede que la
cascara actue de barrera frente a esta bacteria, no obstante, algunas gallinas previamente
contagiadas de Salmonella pueden poner huevos contaminados antes de que la cdscara se haya
formado. Los productos lacteos que no se han pasteurizado, como la leche cruda puede estar
contaminada por Salmonela. Si se pasteurizan estos productos se produciria una destruccion de
bacterias perjudiciales entre ellas Salmonella. Por ultimo, estan las frutas y las verduras,
pudiendo estar contaminadas debido a que en el proceso de limpieza se haya empleado agua
contaminada.

Segun la legislacién alimentaria, Reglamento (CE) N2273/2005 de la Comisién de 15 de
noviembre de 2005 relativo a los criterios microbiolégicos aplicables a los productos
alimentarios, la bacteria Salmonella spp. debe ser ausente en el huevo (Mayo Clinic, s.f.).

1.3 Brotes de toxiinfeccion debidos al consumo de huevos.

Durante el paso de los afios, se han encontrado importantes brotes de Salmonella spp. en huevos
para consumo humano en diversos lugares del mundo. Algunos ejemplos de estos casos son:

La Alerta sanitaria en Espafia por huevos contaminados de Salmonella ocurrido el 16 de febrero
de 2022. Se trata de un brote alertado por la Unidn Europea en referencia al consumo de huevos
de procedencia espanola, donde fueron afectados seis paises y un centenar de personas fueron
damnificadas de las cuales existen dos muertes. El Centro Europeo para el Control y Prevencion
de Enfermedades (ECDC) y la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA) notificaron
unos 272 casos (Val, 2022). Unas 25 personas fueron hospitalizadas de 216 casos en Francia, 22
en Espafia, 12 en Paises Bajos y 12 mas en Reino Unido. En cuanto a las dos victimas mortales,
estas fueron producidas en Espafia y Francia. Tras una secuenciacion de genes, se identifico la
cepa, Salmonella enterica que fue la causante de este brote. Su origen se localizd en tres granjas
espanolas diferentes (Val, (2022).

En 1992 se detectaron 5 brotes (uno en un colegio, otro en una residencia, otro familiar y 2 en
restaurantes), por alimentos que habian sido elaborados con huevo. Unas 545 personas fueron
expuestas, pero 364 fueron las estudiadas, dando asi 100 afectadas con unas 16
hospitalizaciones. De los 5 brotes detectados, se identificaron 3 brotes de Salmonella Enteritidis
y Salmonella typhimurium en los demds (Elsevier Espafia, s.f.).

1.3.1 Importancia del consumo de huevos.

Los beneficios que proporciona el consumo de huevos en el hombre son: una fuente de proteinas
de alta calidad que son necesarias en las dietas equilibradas, una fuente nutricional que aporta
energia y vitalidad tiene vitaminas (A, E, B2, B12...) y minerales (hierro, zinc, selenio...) para tener
un buen estado de salud, contiene acidos grasos como el Omega-3 que posee propiedades
antioxidantes. Los huevos que estan completos tienen la colina que se trata de un nutriente que
ayuda al sistema circulatorio a eliminar compuestos que tienden a causar inflamacién o
hinchazédn muscular. Por ultimo, son una fuente natural de vitamina D que interviene en el
proceso de elaboracién del tejido éseo.



A pesar de tener multiples beneficios, a la hora de consumir huevos, se debe tener precaucion,
pues pueden estar contaminados con Salmonella o algun otro tipo de microrganismo que, en el
caso de contagiarnos de esto, se producirian signos y sintomas adversos.

Luego, para poder consumir huevos frescos con total seguridad es importante la implantaciéon
de un sistema de control de Analisis de Peligros y Puntos de Control Criticos (APPCC) y de este
modo reducir las enfermedades o los contagios producidos por el consumo de huevos o mas
general, productos frescos (Newscience, n.d.).

1.4 Resistencias antibioticas.

Los antibidticos son medicamentos utilizados para prevenir y tratar infecciones bacterianas. La
resistencia a antibidticos se produce cuando las bacterias mutan debido al uso de estos
farmacos. La resistencia a los antibidticos hace que se incrementen los costos médicos, que se
prolonguen las hospitalizaciones y que aumente la mortalidad.

La resistencia a los antibidticos estd aumentando cada vez mas, numerosas infecciones como:
neumonia, tuberculosis, gonorrea... son cada vez mas dificiles de tratar y a veces imposibles
debido a la pérdida de eficacia de los antibiéticos.

La resistencia a los antibidticos se acelera con el uso abusivo e indebido de estos farmacos y con
las deficiencias de la prevencion y control de las infecciones.

En el sector agricola, se puede administrar antibidticos a los animales bajo la supervision
veterinaria. No utilizar antibidticos para estimular el crecimiento animal ni para prevenir
enfermedades en animales sanos. Vacunar a los animales para reducir la necesidad de
antibidticos (Organizacién Mundial de la Salud, n.d.).

1.4.1 Beta-lactamicos.

Los antibidticos beta-lactdmicos constituyen la familia mas numerosa de antimicrobianos y es la
mas utilizada en la practica clinica. Su mecanismo de accidn es la inhibicién de la ultima etapa
de la sintesis de la pared celular bacteriana. Son antibidticos de accidn bactericida lenta, cuya
toxicidad es escasa (Gudiol et al., 2009).

Los beta-lactamicos se clasifican en: funcional, basada en el espectro hidrolitico de la enzima y
la susceptibilidad a inhibidores y la Ultima es (la mas utilizada) que es la molecular, basada en la
comparacién por homologia de la secuencia de aminodcidos. Esta clasificacién reconoce cuatro
clases designada que van de laletra Aa la D.

e la clase A, la primera beta-lactamasa codificada por pldsmidos en Gram negativos
descrita en los afios 60 en Grecia, en una cepa de Escherichia coli.

e la clase B se caracteriza porque sus enzimas difieren de los otros grupos debido a que
requieren moléculas de zinc en su centro activo.

e laclase C, sus enzimas se denominan cefalosporinas o AmpC. Son intrinsecas en muchas
especies de Enterobacterales y otras especies.

e Por ultimo, la clase D se ha constituido en un importante mecanismo de resistencia,
especialmente en Acinetobacter baumanii y Enterobacterales (Universidad Santiago de
Cali, s.f.).



1.4.2 Carbapenémicos.

Las carbapenemasas son la familia mas variable de beta-lactamasas y tienen la mayor capacidad
hidrolitica dentro de estas enzimas. Hasta principios de los 90, las carbapenemasas descritas
eran cromosomales y especificas por especies. En los Ultimos afios las enterobacterias han
emergido como importantes productores de carbapenemasas en todos los continentes donde
han causado numerosos brotes hospitalarios e infecciones asociadas a altas tasas de mortalidad.

Las carbapenemasas han sido identificadas principalmente en enterobacterias tanto en
aislamientos ocasionales como en brotes. Su mecanismo hidrolitico requiere de la presencia de
un residuo de serina en la posicidn 70. Tienden a hidrolizar un amplio nimero de beta-lactamicos
y son inhibidas parcialmente por acido clavulanico o estar presentes en elementos genéticos
moviles (Universidad Santiago de Cali, s.f.).

Las bacterias resistentes a multiples antibidticos beta-lactdmicos suponen una gran amenaza de
salud publica.

1.5 Objetivos de Desarrollo Sostenible (ODS).

El dia 25 de septiembre del afio 2015 mas de 150 jefes de Estado y de Gobierno mundial
aprobaron la Agenda para 2030. En esa agenda se recogen los Objetivos de Desarrollo Sostenible,
un conjunto de logros globales dirigidos a erradicar la pobreza, proteger el planeta y asegurar la
prosperidad mundial.

Los Objetivos de Desarrollo Sostenible consta de 17 objetivos y cada uno tiene sus metas
concretas las cuales se deberdn alcanzar para el afio 2030. Para ayudar a conseguirlos, una
importante labor la tienen los gobiernos, las empresas y los ciudadanos y es necesario que estos
tengan conocimiento de estos objetivos.
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Algunos de las ODS con las que este trabajo esta relacionado son:

La ODS 2 (Hambre cero): El objetivo de esta ODS es acabar con el hambre, mejorar la nutricion y
fomentar la agricultura sostenible.

En el afio 2022 unos 735 millones de personas estaban en hambre crénica que en comparacion
al afio 2019 resulta ser un aumento importante. También cerca de 2400 millones de personas
tuvieron que hacer frente a la inseguridad alimentaria que aumenté a grave en el afio 2022,
luego no poseen una alimentacién correcta. La cifra anterior, deja unos 391 millones de personas
mas en comparacion al afio 2019.

En el afo 2030, se prevé que mas de 600 millones de personas tendran que combatir contra el
hambre. Esto deja un panorama de dificil remedio y por el que se tardard muchos afios en
resolverlo.

Las personas con inseguridad alimentaria no pueden llevar una dieta sana y equilibrada
habitualmente, por culpa de los ingresos u otros recursos.

Para lograr el hambre cero es necesario tener una vision multiple, por un lado, garantizar la
seguridad alimentaria para obtener alimentos inocuos y nutritivos y, por otro lado, realizar
inversiones en estructuras rurales y urbanas para el acceso a los alimentos y la mejora de los
medios de subsistencia.

Por ello, es importante los sistemas de trazabilidad y la realizacidon de unas buenas practicas de
manipulacion, para ofrecer la seguridad alimentaria necesaria a la poblacion mundial y de esta
manera obtener alimentos de calidad (United Nations, s.f.).
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2. Objetivos.

El objetivo principal de este trabajo es el estudio de la incidencia y resistencia a antibidticos y
presencia de genes de resistencia a betalactamasas, carbapenemes y quinolonas de
Enterobacterias indicadoras E. coli y Salmonella spp. aisladas de huevos ecoldgicos vy
convencionales de comercios de Valencia.

Como objetivos especificos se plantea

e el estudio de la calidad microbiolédgica de huevos convencionales y ecolégicos
comercializados en Valencia y la incidencia de enterobacterias en huevos
mediante su aislamiento por cultivo mediante UNE-EN ISO 93081:2014
adaptada para coliformes y E. coli y UNE-EN ISO 6579 para Salmonella spp.e
identificacidén bioquimica.

e evaluar la resistencia a distintos antibidticos de los microrganismos aislados
mediante antibiograma y estudiar los genes implicados en la resistencia a
antibidticos a betalactamasas. (blatem, blasny, blacwy-2), carbapenemes (blae,
blakec, blaoxa, blawm) y quinolonas (gnrA, gnrB, gnrS) de las enterobacterias
aisladas mediante técnicas moleculares.
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3. Materiales y métodos.
3.1 Muestras de huevos ecoldgicos y convencionales.

El muestreo de este trabajo ha consistido en analizar cada semana 2 huevos, empezando desde
finales del mes de febrero hasta principios del mes de mayo de este afio, haciendo un total de
12 muestras. Los huevos se han obtenido de diferentes comercios/supermercados de Valencia,
repitiendo algunos de estos, siendo de produccidn ecoldgica y convencional, aunque, la mayoria
fueron de produccién convencional, en concreto, 10 huevos.

Todos los huevos que se muestrearon eran huevos frescos aptos para el consumo, es decir, eran
de categoria A y la mayoria de estos eran del tamafio XL, como se observa a continuacién en la
tabla 1.

Tabla 1: Datos de las muestras analizadas.

Muestra Comercio Fecha Tipo Categoria | Tamafo
Muestreo
0-01 A 26/02/2024 Convencional A XL
0-02 A 04/03/2024 Ecoldgico A M
0-03 A 04/03/2024 Convencional A L
0-04 B 11/03/2024 Convencional A M/L
0-05 B 11/03/2024 Ecoldgico A M/L
0-06 C 09/04/2024 Convencional A XL
0-07 D 15/04/2024 Convencional A XL
0-08 E 15/04/2024 Convencional A L
0-09 C 22/04/2024 Convencional A XL
0-10 C 22/04/2024 Convencional A XL
0-11 C 06/05/2024 Convencional A XL
0-12 C 06/05/2024 Convencional A XL

La preparacion de las muestras se realizd en el laboratorio de Microbiologia del Departamento
de Biotecnologia de la ETSIAMN. Para ello, el muestreo se realizé en las cabinas de flujo laminar,
para que las muestras no se contaminaran con las particulas del exterior, antes de desinfectar
todo el material que se emplearia y la cabina con luz ultravioleta (10 min).

Una vez ya estaba todo desinfectado, se procedié a realizar el muestreo de los huevos en
condiciones de asepsia, para ello se utilizaban bolsas de Stomacher para depositar por un lado
la cadscara del huevo y por otro el interior (yema y clara) de este.

De cada muestra, la cdscara era analizada integramente y del interior del huevo se pesaban 25
gramos que se transferian a otra bolsa de Stomacher para realizar los recuentos de coliformes,
E. coliy Salmonella spp.
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Figura 3: Preparacién de la muestra.

3.2 Calidad e higiene sanitaria.
3.2.1 Recuento de coliformes y E. coli.

Para poder realizar los recuentos microbianos de coliformesy Escherichia coli se realizé mediante
el seguimiento de la norma UNE-EN ISO 93081:2014. Las normas UNE-EN ISO son las pautas
oficiales creadas por el gobierno, para definir y aplicar técnicas de calidad y proteccion en los
procesos de fabricacién de un producto o servicio.

De esta manera, se tomaron 25 gramos de la muestra que contenia el interior del huevo (yema
y clara) de la bolsa de Stomacher y se pasé a otra, posteriormente se afiadieron 225ml de APT
(Agua de Peptona Tamponada, Scharlau, Barcelona, Espafia). Del mismo modo, para la céscara
del huevo, esta se introdujo integramente en una bolsa de Stomacher y se le afiadieron 90ml de
APT. Posteriormente, ambas bolsas se metieron en el Stomacher (BAGPAGE, Interscience,
BagSystem) durante 3 minutos para homogeneizar las muestras.

Seguidamente, se procedid a realizar las diluciones decimales seriadas desde la 10 hasta la 10°
3 a partir de tubos de 9 ml de agua destilada, una vez realizadas, se sembré en superficie y por
duplicado 0,1 ml en el medio agar CC (Microinstant, Chromogenic Coliforms Agar Base, Scharlau,
Barcelona, Espafia) cuyo suplemento correspondiente segun indica el fabricante (Microbiology
Coliforms CV Selective Supplement Scharlau, Barcelona, Espafia), por duplicado.

Una vez se realizaron las siembras en las placas CC, estas se llevaron a incubar en la estufa a 37°C
durante 24h.

La lectura de los resultados se realizé en placas incubadas y se seleccionaron aquellas placas que
tuvieran entre unas 30 y 300 colonias. Para diferenciar los tipos de colonias, aquellas que
tuvieran un color rosa eran los coliformes y las que tuvieran color azul eran de E. coli.

Una vez se habia realizado el recuento de colonias en placa, para la obtencion del resultado se
utilizo la siguiente férmula:

rl+1r2

x10x10 =U.F.C/g
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Los parametros de la férmula son:

e R1:Resultado del recuento de una placa.

e R2:Resultado del recuento de la placa duplicada.
e X:Valor de la dilucion empleada para el recuento.
e U.F.C: Unidades formadoras de colonias.

e g:Gramos.

3.2.2 Deteccion de Escherichia coli.

Para la deteccidn de Escherichia coli se tomaron de los caldos preenriquecidos de Salmonella
spp., descritos en el siguiente punto, 3 asas de ambas muestras (interior del huevo y céscara) y
se llevaron a 2 placas de agar TBX (Trypton Bile X-Glucuronide) una por cada muestra.

Ambas siembras se realizaron mediante triple estria para que, de este modo, quedaran colonias
aisladas. Una vez se realizaron las siembras, las placas se llevaron a incubar a 44°C durante 24h.

Las colonias tipicas de Escherichia coli en el medio TBX son de color azul.

6%C

Figura 4: Medio TBX.

Para la confirmacion bioquimica de Escherichia coli, se realizé la prueba bioguimica del Indol
(reactivo Kovacs para el Indol).

Esta prueba se realiza a diferentes especies bacterianas para poder determinar la habilidad que
tienen para poder romper el indol del aminoacido triptéfano. Para realizarla, se picaron con el
asa de siembra colonias aisladas donde habia presencia sospechosa de Escherichia coli y se
introdujeron en un tubo que contenia peptona estéril, una vez introducidas, se agit6 el tubo y se
llevo a incubar a 42°C durante 24 horas.

Pasado ese tiempo, para la lectura de la prueba, se agitaba de nuevo el tubo y se le afiadio el
reactivo de Indol. En el caso de que en la superficie del tubo se formara un anillo rojo, habria
una confirmacidn positiva de Escherichia coli y si no se da el caso, seria una confirmacion
negativa (Enciclopedia Quimica, s.f.).
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Figura 5: Ejemplo de prueba del Indol positiva.

3.2.3 Deteccion de Salmonella spp.
Para la deteccion de Salmonella spp. se siguid el procedimiento de la UNE-EN ISO 6579.

Para ello, se prepard el preenriquecimiento, en 2 bolsas de Stomacher, una para el interior del
huevo y otra para la cascara, que contenia: para el interior del huevo, 25 gramos de muestra y
225ml de APT y para la cascara, esta integramente y 90ml de APT. Una vez preparado, se llevo a
la estufa y se incubaron a 37°C durante 18h.

Para un preenriquecimiento selectivo, se tomé 0,1ml de los preenriquecimientos anteriores, una
vez pasadas las 18h, y se afiadieron a 2 tubos de 10ml de caldo RVSv (Rappaport-Vassiliadis R 10,
BD DIFCO, EE. UU) uno por cada muestra. Una vez afiadido, estos se incubaron en la estufa a
41,5°C durante 24h.

Para un segundo preenriquecimiento selectivo se tomd 1ml de los preenriquecimientos
anteriores y se afiadieron a 2 tubos de 10ml de caldo MKTTn (Muller Kauffman Tetrathionate
broth base, Scharlau, Barcelona (Espafa)) uno por cada muestra. Una vez ainadido, se incubaron
en la estufa a 37°C durante 24h. Pasadas las 24h, de los caldos de Rappaport y Tetratoniato, se
cogieron 2 asas por cada tubo y se llevaron al agar XLD (Xylose, Lysine Deoxycholate agar,
Scharlau, Barcelona (Espafia)) para el aislamiento de Salmonella, mediante la siembra en triple
estria.

Del mismo modo, también se llevaron al medio Salmonella Chromogenic Agar (Oxoid, United
Kingdom) con el suplemento que recomienda el fabricante (Salmonella Selective Supplement)
para el aislamiento de Salmonella, mediante la siembra en triple estria.

Acabadas las siembras, las placas se llevaron a incubar a la estufa a una temperatura de 37°C
durante 24h. Las colonias de Salmonella spp. en el medio agar XLD son de color rosa y en el
medio Cromadgeno de Salmonella son de color violeta.
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Figura 6: Medio Cromdgeno de Salmonela.

Para la confirmacion bioquimica de Salmonella spp. se realizé |la prueba del TSI (Agar Triple Sugar
Iron) mediante una siembra en superficie en agar inclinado y también una Tira API® 20E.

El TSI contiene 3 tipos diferentes de hidratos de carbono (azucares), estos son: glucosa (0,1%),
sacarosa (1%) y lactosa 1%). También, consta de 2 fases: la fase anaerobia (el fondo del tubo) y
la fase aerobia (superficie del tubo).

La prueba del TSI determina si la cepa en cuestién es Salmonella spp. Esto es posible porque las
colonias de Salmonella metabolizan la glucosa del TSI, asi, el medio se acidifica y el fondo del
tubo se vuelve amarillo.

Figura 7: Siembra en superficie en TSI.

Por otro lado, una confirmacién mas completa de Salmonella se realizd6 mediante la Tira API®
20E (Bioméreix France). Consiste en 20 pruebas bioquimicas distintas basadas en la
fermentacion de azucares y presencia de enzimas que indicaran segln el resultado final, la
identificacién de la cepa en cuestion.

Para realizarla, se resuspende la colonia en 6 ml de agua destilada y mediante una pipeta Pasteur
se van llenando los pocillos de la Tira API. Acabado el llenado, esta se lleva a incubar a 37°C
durante 24 h para que se lleven a cabo las reacciones bioquimicas.

Una vez ha pasado el tiempo, apareceran unos cambios de color en los pocillos de las 20 pruebas
y mediante la aplicacion APIWEB®, se determinara si la colonia es del género Salmonella spp. o
no con un porcentaje especifico.
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Figura 8: Ejemplo de confirmacién de Salmonella spp. mediante la Tira APl 20°®.

3.2.4 Deteccion de Enterobacterias resistentes a antibioticos.

Para la deteccion de Enterobacterias, se cogieron de los preenriquecimientos de Salmonella spp.
3 asas de siembra por cada muestra (interior del huevo y céscara) y se sembré con triple estria
en el medio agar SC (Super Carba), para obtener colonias aisladas (Chromagar, s.f.). Una vez
realizada la siembra, las placas se llevaron a incubar a 37°C durante 24h.

Pasado el tiempo, aquellos microorganismos que crecieron en la placa eran resistentes a
Carbapenemasas.

Figura 9: Medio agar SC.

Del mismo modo, se cogieron 3 asas de siembra por cada muestra del preenriquecimiento de
Salmonella spp. y se sembraron mediante triple estria en el medio agar ESBL (Extended Spectrum
Beta Lactamases), para asi obtener colonias aisladas (bioMérieux, s.f.). Una vez se realizaron las
siembras, las placas se llevaron a incubar a 37°C durante 24h. Una vez pasado ese tiempo, las
colonias que habian crecido, indicaban que tenian resistencia a B-lactamasas.

Las colonias caracteristicas que crecen en los medios agar SC y ESBL eran de colores: rosa
(Escherichia coli), azul (Enterobacter), blanca y amarilla, este Ultimo color en SC no estaba.

En el caso de que hubieran crecido en esos medios, se picaban 5 colonias distintas y se aislaban
mediante triple estria en el medio agar PC (Plate Count, Scharlau, Barcelona (Espafia)), para
posteriormente realizar las pruebas bioquimicas: oxidasa, catalasa y tincion Gram.

La oxidasa consistia en unas tiras reactivas con un reactivo oxidable incoloro en donde se coloca
una colonia aislada y en unos segundos o aparece el color azul (oxidasa positiva) o no (oxidasa
negativa) segun el microorganismo contiene la enzima en cuestion.
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La catalasa consistia en depositar una gotita de agua destilada en una placa y coger una colonia
aislada y meterla dentro de la gota, si se forman burbujas la prueba es positiva pues indica la
presencia del enzima y si no se forman es negativa. La catalasa transforma el agua oxigenada en
agua y oxigeno.

Por ultimo, la tincién Gram consiste en depositar en un portaobjetos, agua destilada y una
colonia aislada extendiéndola sobre el portaobjetos. Luego, una vez extendida la colonia, se seca
bien para después fijarla mediante cortes del portaobjetos a la llama. Mas tarde, se afiade
colorantes y alcohol como violeta de genciana, lugol, etanol y fucshina bésica y entre compuesto
y compuesto se lava con agua el portaobjetos. Para terminar, se mira al microscopio de 100X de
aumentos, en el caso de que aparezcan colonias purpuras, estas son Gram positivas y en el caso
de que se vean colonias rosas, estas son Gram negativas.

Figura 10: Tincion Gram.

Las colonias que los resultados de las 3 pruebas fueran oxidasa negativa, catalasa positivay Gram
negativa indican que son enterobacterias resistentes a antibidticos. Para su caracterizacidon
posterior, esas colonias eran sembradas mediante triple estria en agar PCy se incubaban a 37°C
durante 24h. Posteriormente, se identifican mediante Tira API 20E®, se hacen los antibiogramas
y se conservan en crio viales a -20 grados.

Los antibiogramas consistian en inocular un tubo de agua bidestilada con una colonia aislada en
agar PC y mediante un hisopo, absorber el agua inoculada y extenderla en toda la placa en tres
giros en el medio caldo MH (Mueller Hilton), todo en una cabina de flujo laminar (MDM
Cientifica, s.f.). Una vez las placas estan inoculadas, se depositan los discos de antibidticos en las
placas, hasta 6 discos por placa, haciendo 3 placas. Estos discos, se fijan con un dispensador de
discos de antibiodticos (Oxoid ST-6090), el cual tiene una capacidad para depositar 6 discos de
antibidtico a la vez. Depositados los discos, las placas se incuban a 37°C durante 24h (PIDISCAT,
s.f).
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Figura 11: Dispensador de antibidticos (izquierda) y antibidticos (derecha).

Pasado el tiempo, aquellos antibidticos a los que la cepa es muy poco resistente presentan un
halo grande alrededor de su disco. Las cepas muy resistentes presentan halos muy pequeiios o
inexistentes. Las mediciones se hacen mediante una regla, de manera que se toman 2 medidas
(mm) una vertical y otra en horizontal formando una cruz midiendo el didametro total del halo.

Las resistencias que poseen las cepas frente a cada uno de los antibidticos se deben a
resistencias: intrinsecas (propias del microorganismo) extrinsecas o adquiridas con el tiempo
(adaptacion).

Figura 12: Resultado de los antibiogramas.

Estudio de la presencia de beta-lactamasas de espectro extendido
Realizadas las mediciones de los antibiogramas, se realizo Test ESBL.

Este consiste en comparar los didmetros de los antibidticos (CAZ, CTX y FEP) con los antibidticos
que llevaban ademas el Acido Clavuldnico (CAL, CTL y FEL). Aquellos antibiéticos + Acido
Clavulanico cuyo halo era >5mm respecto a los que no lo llevan, eran positivos en el Test ESBL.
Estos producen B-lactamasas que son enzimas que hidrolizan al grupo de antibiodticos B-
lactdmicos y de esa forma, las bacterias se vuelven mas sensibles a estos, de ahi ese incremento.
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3.2.5 Extraccion de ADN de las cepas y muestras.

Tras realizar todas las pruebas bioquimicas y antibiogramas, se extrajo ADN de todas las muestras
y las cepas para realizar las PCR Multiplex.

Para ello, se tomd 1 ml de cada preenriquecimiento de Salmonella (cdscara e interior del huevo)
y se anadio en diferentes Eppendorf de 1,5ml, uno por cada muestra. También, se afiadié 1ml de
TE (Tris-EDTA) en diferentes Eppendorf de 1,5ml ademas de una colonia aislada, uno por cada
cepa. En total, se obtuvieron 32 tubos Eppendorf.

La extraccion de ADN consiste en centrifugar cada Eppendorf en una centrifugadora a 3000xg
durante 5mins, seguido de 200ul de PBS, 200ul del tampdn de unién y 40ul de la proteinasa K.
Una vez afadido todo, se mezcla todo bien y se incuba a 709c durante 10 minutos. Pasado ese
tiempo, se afiade 100ul de isopropanol, quedando aproximadamente un volumen de 550 ul en
cada uno de los Eppendorf, el cual se pasa a un tubo con filtro de alta pureza insertado en un
tubo de plastico para que al centrifugar a 8000xg durante 1 min, el liquido quede retenido en el
filtro del tubo de plastico.

Luego se paso al protocolo de lavado y elucion, que consiste en centrifugar a 8000xg durante
1min después de afiadir 500 ul del tampdn de inhibicion, 500ul del tampdn de lavado y 500 ul
del tampdn de inhibicién. Cabe destacar que se vuelve a centrifugar a maxima velocidad durante
10 segundos para extraer el liquido restante retenido en el filtro. Pasado ese tiempo, se desecha
el tubo y se toman Eppendorf de 1,5ml en donde se insertan los filtros usados durante toda la
extraccion. En ellos, se afiaden 200 ul de tampdn de elucién previamente precalentado a 70°C.
Una vez afiadido, todos los Eppendorf con los filtros insertados se centrifugan a 8000xg durante
1 min. Por altimo, centrifugados estos, los filtros se desechan y los tubos Eppendorf con el ADN
ya extraido se guardan en el congelador a -202C para la realizacién posterior de las PCR Multiplex.

Figura 13: Material empleado para la extraccién de ADN.

3.2.6 Deteccidn de genes resistentes a antibidticos mediante PCR.

La PCR Multiplex son reacciones que consiguen detectar simultdneamente y en un solo tubo
diferentes secuencias diana, para poder detectar e identificar al mismo tiempo diferentes genes
de interés (Elsevier Espaiia. (s.f.)).

Para realizarla, se utilizaron cabinas moleculares para evitar contaminaciones, en ellas se
depositaba todo el material necesario para realizar la PCR Multiplex.

Se realizaron 4 PCR Multiplex para los 3 tipos de muestra (cepas, cascara e interior del huevo)
como se muestra a continuacion.
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Figura 14: Material empleado para la PCR Multiplex.
Deteccidon de genes de resistencia a B-lactamicos.

Para la deteccidn de los genes de resistencia se llevd a cabo una PCR multiplex de los genes
blatewm, blaswy y blacwy. En la tabla 2 se muestra las secuencias de los iniciadores.

Tabla 2: Secuencia de los indicadores para Penicilinas.

Amplicén

Secuencias Referencia
(pb)

Gen

F 5’-TTAACTGGCGAACTACTTAC-3' R

larew 247 5’-GTCTATTTCGTTCATCCATA-3’

F 5’-AGGATTGACTGCCTTTTTG-3’
blacwy 1000 R & ATTTGCTGATTTCGCTCG.3 Kozak et al. (2009)

F 5’-GACAGCCTCTTTCTCCACA-3’

blasny 393 R 5’-TGGACACGAAGGCTACGTA-3’

En cuanto a las condiciones de la PCR, se utilizaron las siguientes, ademas de emplear controles
positivos propios empleados en trabajos anteriores y agua MiliQ como control negativo (Kozak
et al., 2009): Tampdn de reaccion (1x) 2,5 ul, MgCl; 2,5 mM, dNTPs 0,2 mM, primers blarem 0,2
UM, primers blacuy 0,2 UM, cebadores blasny 0,4 UM, Taq polimerasa 5 Uy 2,5 pl de ADN de cada
muestra para un volumen final de 25 pl. Las condiciones del termociclador fueron las siguientes:
1 ciclo de desnaturalizacién a 94 °C 15 min segundos de 30 ciclos (1 min a 94°C; 1 min a 55°C de
temperatura de unién a cebadores, 1 min a 72°C) y por ultimo una extension de 10 min a 72°C.

Deteccion de genes de resistencia a carbapenémicos.

Para la deteccion de los genes de resistencia se llevaron a cabo 2 PCR multiplex de los genes
blakec, blavim y blaoxa, blave, Esto es debido a la coincidencia de bandas del mismo tamafio entre
los genes blaxec ¥ blawme, por lo que se separaron en dos mPCRs. En la tabla 3 se muestra las
secuencias de los iniciadores.
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Tabla 3: Secuencias de los indicadores para carbapenemes.

Amplicon . .
Gen P Secuencias Referencia
(pb)
bo 798 F 5'-CGTCTAGTTCTGCTGTCTTG-3’
e 232 R 5’-CTTGTCATCCTTGTTAGGCG-3’
bl 390 F 5’-GATGGTGTTTGGTCGCATA-3’
ViM R 5’-CGAATGCGCAGCACCAG-3’
Poirel et al.
F 5’-GCGTGGTTAAGGATGAACAC-3’ (2011)
blaoxa 438 R 5’-CATCAAGTTCAACCCAACCG-3’
R 5’-TGGACACGAAGGCTACGTA-3’
bl 232 F 5’-GGAATAGAGTGGCTTAAYTCTC-3’
R 5’-GGTTTAAYAAAACAACCACC-3’

Las condiciones de PCR, se emplearon controles positivos propios empleados en trabajos ante-
riores y agua MiliQ como control negativo. Ademas, se utilizaron las condiciones detalladas en
el trabajo de Poirel et al. (2011): Tampdn de reaccién (1x), MgCl, 1,5 mM, dNTPs 0,125 mM,
iniciadores blaxec / blaoxa 0,4 UM, blavim/blame, 0,4 UM para cada uno, Taq polimerasa2 Uy 2 ul
de cada ADN. Las condiciones del termociclador fueron las siguientes: 1 ciclo de desnaturaliza-
cién a 94 °C 10 min seguidos de 36 ciclos con (30 s a 94°C; 40 s a 55°C de temperatura de union
a cebadores, 50 s a 72°C) y por ultimo una extension de 5 min a 72°C.

Deteccidn de genes de resistencia a quinolonas

Para la deteccion de los genes de resistencia se llevd a cabo una PCR multiplex de los genes gnrA,
gnrBy gnrS. En la tabla 4 se muestra las secuencias de los iniciadores.

Tabla 4: Secuencia de los indicadores para quinolonas.

Amplicé . .
Gen mpiicon Secuencias Referencia
(pb)
F 5'-AGAGGATTTCTCACGCCAGG-3’
qnrA 580 ,
R 5’-TGCCAGGCACAGATCTTGAC-3
B 264 F 5'-GGMATHGAAATTCGCCACTG-3’ Cattoir et al.
a R 5’-TTTGCYGYYCGCCAGTCGAA-3’ (2007)
s 428 F 5'-GCAAGTTCATTGAACAGGGT-3’
a R 5’-TCTAAACCGTCGAGTTCGGCG-3’

Las condiciones de PCR, se emplearon controles positivos propios empleados en trabajos ante-
riores y agua MiliQ como control negativo. Ademas, se utilizaron las condiciones detalladas en
el trabajo de Cattoir et al. (2007): Tampdn de reaccion (1x), MgCl, 1,25 mM, dNTPs 0,2 mM,
iniciadores gnrA, gnrB y gnrS 0,25 uM de cada para cada uno Taq polimerasa 2,5 U y 2 ul de cada
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ADN. Las condiciones del termociclador fueron las siguientes: 1 ciclo de desnaturalizacion a 95
°C 10 min seguidos de 34 ciclos con (1 min a 95°C; 1 min a 55°C de temperatura de unién a
cebadores, 1 min a 72°C) y por ultimo una extension de 10 min a 72°C.

Electroforesis en gel de agarosa

Para la visualizacion de los productos de PCR, se realizaron geles de agarosa y detectar la pre-
sencia de genes de resistencia en las cepas. Para ello, se empled gel de agarosa E (Condalab) al
1,5% en tampdn TAE (Tris-HCI 40 mM, acetato 20 mM, EDTA 1 mM) 1x. y se le afiadieron 5 pL
de RedSafe™ (iNtRON Biotechnology, Washington, USA) por 100 mL de gel.

Se cargaron 10uL del producto mezclados con tampdn de carga TriTrack (6X) (Thermo Scienti-
fic), se utilizé6 un marcador de pesos moleculares (GeneRuler 100 bp, Thermo Scientific) para
comprobar el tamafio de la banda. Las condiciones de electroforesis fueron: 90V durante 1
hora para los geles de ARGs B-lactamicos y carbapenémicos y 85V 1 hora para los geles de ARGs
de quinolonas. Se observaron los resultados con un transiluminador (TransilluminatorVilber,
Lourmat, France).
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4. Resultados y discusion.
4.1 Calidad higiénico-sanitaria de los huevos.

A continuacion de muestran los resultados obtenidos para determinar la calidad higiénico-
sanitaria de los huevos analizados mediante el recuento de coliformes y E. coliy la deteccién de
Salmonella spp.

4.1.1 Recuento directo de coliformes.

El resultado obtenido de los recuentos directos de coliformes y de Escherichia coli en 23 de las
24 muestras examinadas de huevo (12 céscaras y 12 interiores) fue de ausencia/g. No obstante,
cabe destacar que en la cascara de la muestra 0-06 (0O-06C) hubo presencia directa de
coliformes, dando una cifra de 8,40E+04 UFC/g. Esto puede deberse a una posible contaminacion
de la céscara del huevo en la manipulacién antes del envasado o por la presencia de material
fecal en el mismo.

Segun el Reglamento (CE) n2 2073/2005, la carga mdaxima microbiana para coliformes es de 103
UFC/g, valores superiores a esta cifra son inaceptables. En este caso, la muestra 0-06C, ya que
su carga microbiana es de 8,40E+04 UFC/g muy superior a la indicada el Reglamento, de modo
que el producto no podria ser consumido (Unién Europea, 2005). En este caso su
comercializacidn no cumple con la norma y podria suponer un riesgo para el consumidor.

En el interior del huevo hay ausencia de coliformes en todas las muestras analizadas, esto puede
ser debido a que la cdscara tiene una funcién como barrera antimicrobiana del interior del
huevo. No obstante, estd compuesta de microporos por donde intercambia el aire con el entorno
y también puede ser una entrada para los microorganismos, por lo que el riesgo cero no existe y
es necesario contemplar las medidas adecuadas de almacenamiento para no alterar su
permeabilidad.

En un trabajo realizado por la Universidad de Costa Rica, se realizaron los recuentos de
coliformes en huevos dando un resultado de 3,20E+01 UFC/g. (Flores-Macias y Kurtz, 2017).

En este trabajo, los resultados de los recuentos de coliformes fueron de 8,40E+04 UFC/g, muy
superior al trabajo anterior, lo que hace que supere la carga microbiana maxima permitida por
la legislacion.

4.1.2 Deteccidn de Escherichia coli.

En cuanto a los resultados de Escherichia coli, todas las muestras poseen valores de no
detectables tanto en la cascara como en el interior del huevo. Segun el Reglamento (CE) n2
2073/2005, la carga maxima microbiana para E. coli es de 103, valores por encima de este son
inaceptables. Luego, todas las muestras son aceptables debido a que tienen un valor de
ausencia/g que estd por debajo de limite legal, por lo que este producto es apto para su
comercializacidn y consumo a lo que respecta E. coli.

Como se ha comentado anteriormente, y para todas las muestras analizadas, en el agar CC ha
habido ausencia total de E. coli. No obstante, en el medio agar TBX después de enriquecer la
muestra, ha habido presencia de E. coli, en concreto en las muestras de cascara 0-03Cy 0-12C.
Esto se explica en la falta de sensibilidad del agar CC a la hora de detectar bajas concentraciones
de E. coli. Esta presencia de E. coli en la cascara puede ser debida a contaminaciones del huevo
como: el suelo, superficies, excrementos...
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Un estudio realizado en la Universidad Nacional de Cérdoba obtuvo Escherichia coli en una de
las 10 muestras analizadas con un valor obtenido mediante el recuento del Niumero Mas
Probable (NMP) de 3,6 bacterias/g (Tissera y Vera, 2021).

En el presente trabajo se obtuvieron 3 cepas de Escherichia coli en 12 muestras analizadas, lo
gue resulta ser una baja incidencia en la presencia de este microorganismo.

Figura 15: Colonias azules de E. coli en el medio TBX.

4.1.3 Deteccion de Salmonella spp.

Segun el Reglamento (CE) n22073/2005 y la norma EN/ISO 6579, para Salmonella spp en huevos,
los valores aceptables para su comercializaciéon y consumo es de ausencia en 25g de producto
(Unidn Europea, 2005).

Para todas las muestras analizadas, tanto en la cascara del huevo como en el contenido interior
ha habido ausencia de Salmonella spp., no obstante, ha habido colonias rosas en Cromdgeno de
Salmonella que han sido sospechosas para este patdgeno, pero una vez realizada la prueba del
TSI se ha confirmado su negatividad para cada una de ellas.

Figura 16: Colonias rosas sospechosas de Salmonella Spp.

El consumo de estos huevos resulta seguro respecto a Salmonella spp., debido a que hay
ausencia de esta, tanto en la cascara como en el interior del huevo. En el caso de que hubiera
presencia del patégeno, no se podrian consumir y se deberian de retirar inmediatamente.

En el trabajo de Tissera y Vera los resultados respecto a Salmonella spp. fueron de ausencia en
las 10 muestras analizadas (Tissera y Vera, 2021).
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Al igual, en este trabajo, los resultados de Salmonella spp., también fueron de ausencia, lo que
indica que la presencia de Salmonella spp. es muy baja en los huevos, siendo dificil adquirir una
infeccion si se observan buenas practicas de cocinado y manipulacion.

4.1.4 Estudio de la resistencia antibiotica mediante antibiogramas.

Los resultados obtenidos de la realizacién de los antibiogramas a Enterobacterias y Escherichia
coli se encuentran en la tabla 5:

Tabla 5: Resultados de los antibiogramas.

Muestra | AMP | AMC | CTX | CRO | CAZ | FEP | IMP | MEM | NA | LEV | CIP | CN | TE | C
0-03C S R S S S S S S S S S S S |S
0-06C R S S S S S S S S S S I S |S
0-06C R R I | R S S S S S S S S |R
0-06C R R I | R S S S S S S S S |R
0-06C I | I | R S S S S S S S S |S
0-06C R R I | R S S S S S S S S |R
0-06C I R I | R S S S S S S S S |S
0-06C R R I | R S S S S S S S S |R
0-12C X* X* S S S S S S S S S S S |S
0-12C S R S S S S S S S S S S S |S
0-12C S R S S S S S S S S S S S |S

AMP: Ampicilina; AMC: Amoxicilina/Clavuldnico; CTX: Cefotaxima; CRO: Ceftriaxona; CAZ: Ceftacidima; FEP: Cefapina;
IPM: Imipenem; MEM: Meropenem; NA: Acido Nalidixico; LEV: Levofloxacino; CIP: Ciprofloxacino; CN: Gentamicina;
TE: Tetraciclina; C: Cloranfenicol. Las letras que aparecen en las casillas significan: R (Resistencia), | (Intermedia) y S
(Sensible). *las dos X indican que no se ha realizado el antibiograma a esos antibioticos debido a que la bacteria es
resistente a ambos.

En la tabla se observa, la resistencia que tiene cada cepa a las distintas familias de antibidticos,
predominando la resistencia a B-lactamicos (penicilinas, carbapenemes y cefalosporinas). Sobre
todo, predomina la alta resistencia a penicilinas AMP y AMC.

En segundo lugar, se ha obtenido resistencias a cefalosporinas de tercera generacion como CAZ,
CRO y CTX. Este resultado es preocupante ya que el uso de las cefalosporinas de tercera
generacion esta prohibido en ganaderia y el hecho de aparecer resistencias puede indicar un mal
uso de estos antibidticos o malas practicas.

Hay que destacar la sensibilidad a los dos antibidticos Carbapenémicos estudiados IPM y MEM.
Este es un. Buen resultado ya que son antibidticos que se usan como terapia de ultima linea en
clinica humana por lo que la baja dispersidon de sus resistencias indica su uso seguro para
infecciones.

Respecto a las Quinolonas, también predomina la nula resistencia a LEV, NA y CIP. Este resultado
es interesante ya que en avicultura se usa Enrofloxacino, una quinolona y la ausencia de
resistencia a quinolonas aparte de ser un buen resultado pude indicar un bajo uso de quinolonas.

En un estudio realizado en la Universidad Politécnica de Valencia, los antibidticos que
predominaban en cuanto a la resistencia que poseian los microorganismos en los huevos fueron
el AMC y TE cuyos porcentajes eran del 70,6% y del 41,2%. Para CRO también presentaban
resistencias, pero en menor medida (al igual que para el AMP obteniéndose un 11,8% de las
cepas. En cuanto a NA, CIP, CN y C, no se encontraron resistencia alguna (Fenollar, 2020).
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En el presente trabajo, también predomina el AMC obteniéndose un porcentaje del 80%.
Ademas, tampoco presentan resistencias para los antibioticos NA, CIP y CN. No obstante,
respecto a C, si que presentan resistencias con un 36,36% a diferencia del estudio anterior.

En el caso de los aminoglucdsidos (CN), todas las cepas han sido sensibles, aunque en un caso
(0-06C) ha sido resistencia intermedia. Este resultado indica que no presenta resistencia para
Aminoglucésidos, aunque la presencia de una cepa con resistencia intermedia indica un
potencial riesgo. Mientras que para Tetraciclinas no se detectaron ni resistencias ni intermedias
en ninguna de las cepas estudiadas. Por ultimo, en al caso del Cloranfenicol (Anfenicoles)
presentaron resistencia en el 36,4% (4/11 cepas).

Las especies de Acinetobacter son muy diversas siendo el agua y el suelo su principal nicho
ecoldgico. Estas se clasifican en: A. baumanii, A. calcoaceticus, A. haemolyticus... La especie mas
implicada en la colonizacién e infecciones hospitalarias es Acinetobacter baumanii. Esto es
debido a que presentan resistencias a diferentes antibiéticos como se observa en los resultados
del presente trabajo tales como: AMP, AMC CAZ y C (Amengual, 2005).

De todos modos, el numero de las muestras empleadas y la baja tasa de aislamiento encontrada
hacen que estos resultados sean poco representativos y que para poder tener una amplia visidn
sea necesario ampliar el muestreo. Sin embargo, la seguridad alimentaria y el consumo seria
seguro siempre que se observaran las practicas adecuadas y no se utilizara para su consumo en
crudo.

También se realizé el estudio de la presencia de resistencias a betalactamasas de espectro
extendido (ESBL), los resultados obtenidos, los cuales se basan en los antibidticos CAZ-CAL, CTX-
CTLy FEP-FEL. Donde los que acaban en L son el antibidtico + acido clavuldnico.

Si la medida de los halos es superior o igual a 5mm, esto significa que hay produccidn de enzimas
betalactamasas que hidrolizan a los betalactdmicos, haciéndolos menos resistentes.

Tabla 6: Estudio de betalactamasas de amplio espectro.

Muestra Identificacion Test ESBL
0-03C Escherichia coli -
0-06C Serratia ficaria 96% +
0-06C Acinetobacter baumanii 94,8% +
0-06C Acinetobacter baumanii 94,8% +
0-06C Acinetobacter baumanii 94,8% +
0-06C Acinetobacter baumanii 94,8% +
0-06C Acinetobacter baumanii 94,8% +
0-12C Enterobacter cloacae 96,5% +
0-12C Escherichia coli +
0-12C Escherichia coli +

Los resultados de la prueba ESBL muestran que todos han salido positivos, excepto la muestra
0-03C cuyo microorganismo es Escherichia coli. Ello indica que un 90% de las muestras presentan
betalactamasas de espectro extendido (ESBL), lo que va a suponer que presentan mayores tasas
de resistencia frente a antibioticos beta-lactamicos y por lo tanto en caso de infeccion la terapia
puede no resultar efectiva y permitir una mayor diseminacién de las cepas resistentes.
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4.1.5 Estudio de la presencia de genes de resistencia antibiética.

Los resultados obtenidos de los geles realizados para las cepas, la cascara y el interior del huevo
para los antibidticos: Carbapenemes, Penicilinas y Quinolonas son los siguientes:

Tabla 7: Resultados de las PCR Multiplex de las cepas.

CEPAS

Muestra Carbapenemes Penicilinas Quinolonas
blal(pc bIaV,M bIGOXA bla[Mp bIﬂTEM bIGCMV blﬂsHv an’A anB anS

E. coli - - - - - - + - - -
AB - - - - - + - - + -
AB = s - - + - - - - -
AB - - - - - - - - - -
AB - - - - - - - - - -
AB - - - - - - - - - -
AB - - - - - - - - - -
SF - - - - - - - - - -

E.coli 1 - - - - - - - - - -
E. coli2 - - - - - - - - - +

AB: Acinetobacter baumanii. SF: Serratia ficaria.

Las muestras que mayor numero de genes de resistencia presentaron fueron las provenientes
del agar SC, cuyas cepas son Acinetobacter baumanii siendo un 10% las que presentaron genes
de resistencia para blaren , blacmy y blarem.

Respecto a Quinolonas, apenas un 10% presentaban genes de resistencia para gnrB y gnrS
y un 100% no presentaba el gen de resistencia frente a gnrA.

Por ultimo, el 100% de las cepas no presentaban los genes de resistencia para carbapenemes.

Tabla 8: Resultados de las PCR Multiplex de la cascara.

CASCARA

Muestra Carbapenemes Penicilinas Quinolonas
blaxec | Blaviy | blaoxa | blawe | blarem blacny blasyy gnrA qnrB qnrS
0-02C - - - - - - - - + -
0-03C - - - -
0-04C - - = =
0-05C - - - -
0-06C - - - - - - + - - -
0-07C - - - - - - - - - -
0-08C - - = = = = = = = -
0-09C - - - - - - - - - -
0-10C - - = = = = = = = -
0-11C - - - - + - + - - -
0-12C z : : - + - + - - -

- + - - -

+ |+ |+

Las muestras de la céscara tenian un predominio en la resistencia a Penicilinas, un 45,45% de
estas presentaba el gen de resistencia para blarem siendo este el mas predominante. Seguido a
este, un 36,36% presentaba el gen de resistencia para SHV. Y un 100% no presentaba genes el
gen de resistencia frente a blacuy,
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Respecto a las Quinolonas, un 9,09% presentaba un gen de resistencia frente a gnrB, habiendo
un 100% de las muestras que no presentaban genes de resistencia para gnrA y gnrs.

Por ultimo, el 100% de las muestras no presentaban genes de resistencia frente a Carbapenemes
al igual que en las cepas aisladas del exterior.

Tabla 9: Resultados de las PCR Multiplex del interior.

INTERIOR
Muestra Carbapenemes Penicilinas Quinolonas
blaxec | Blaviy | blaoxa | blawe | blaren | blacmy blasyy gnrA qgnrB qnrS
0-01 - - - - - - - - - -
0-02 - - - - - - - + - -
0-04 - - - - - -
0-05 - - - - +
0-06 - - - - + -
0-07 - - - - +
0-08 - - - - - - - - - -
0-09 - - - - - - - - - -
0-10 - - - - - - - - - -
0-11 - - - - + - - - - -
0-12 - - - - + - + - - -

1
+ |+ |+ |+

1

1

1

Las muestras del interior del huevo predominaban en la resistencia a Penicilinas, un 45,45% de
estas presentaban genes de resistencia frente a blarem y blasyy. Para el gen blacwy, el 100% de las
muestras no presentaban resistencia frente a este gen.

Respecto a Quinolonas, un 9,1% presentaba el gen frente a gnrA y el 100% no presentaba genes
frente a gnrB y gnrS.

Por ultimo, en cuanto a Carbapenemes, el 100% no presentaban genes de resistencia. El
resultado negativo a los genes de resistencia de Carbapenemes, puede deberse a la proteccion
qgue le da la céscara al huevo, haciendo que no se contamine demasiado. Este resultado es
alentador debido a que existen limitadas alternativas terapéuticas y poseen una alta mortalidad,
ademas que este tipo de antibidticos se utilizan de forma muy especifica.

En cuanto a Penicilinas, la predominancia a sus genes puede deberse a que su aparicién fue hace
mas de 50 afos, haciendo que su uso frecuente e indebido conlleve un aumento de los genes de
resistencia y a una adaptacién rapida de los microorganismos a estos (Gonzales y Pérez, 2024).

Por ultimo, la poca presencia de genes de resistencia frente a Quinolonas es gratificante, pues
algunos de los efectos secundarios que posee son: alteraciones en el sistema nervios centra,
mareos, reacciones alérgicas, aceleracion del ritmo cardiaco... siendo las dos ultimas las mas
graves (Clinica Universidad de Navarra, s.f.).

En un estudio realizado en el hospital de Chiclayo-Pert, sobre la deteccién de genes de
resistencia de blaren, blasuvy blacwy se demostré que de 50 cepas de Escherichia coli, 8 cepas
(22,8%) presentaron el gen blaren, 22 cepas (62,8%) presentaron el gen blasyy y 10 cepas (28,5%)
presentaron el gen blacyy Como se observa en los resultados hay una predominancia en la
presentacion del gen blasyy al igual que en los resultados obtenidos en este trabajo (Garcia y
Pérez, 2014).
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5. Conclusiones.

Los huevos, tanto ecoldgicos como convencionales, son una fuente de nutrientes importante
para el ser humano. No obstante, hay que tener especial precaucidn porque estos, si no se siguen
unos cuidados y buenas practicas de manipulacién, pueden contaminarse. Tanto la cascara como
el interior del huevo puede tener microorganismos patégenos como enterobacterias, Escherichia
coliy Salmonella spp., y algunos de estos pueden adquirir resistencias a antibidticos.

La mayoria de las muestras han presentado una ausencia de bacterias coliformes, exceptuando
la muestra 0O-06C, la cual su carga microbiana es inaceptable segin el Reglamento (CE)
n22073/2005, por tanto, ese lote de huevos no resultari seguro para su consumo.

Respecto a los resultados obtenidos para Escherichia coli, la mayoria de las muestras han
presentado ausencia de este patdgeno, tanto en el interior del huevo como en la céscara, no
obstante, en las muestras O-03C y 0-12C ha habido presencia muy baja de E. coli.

En cuanto a la presencia de Salmonella spp, los resultados indican la ausencia del patégeno en
todas las muestras analizadas. Por tanto, los huevos son seguros para su comercializacion y
consumo, respecto a Salmonella spp.

Los antibiogramas realizados a las distintas enterobacterias, asi como también a Escherichia coli,
han mostrado resultados muy diversos. Por un lado, predomina la resistencia a los B-lactamicos,
sobre todo a penicilinas (Ampicilina y Amoxicilina con Acido Clavulanico) y por otro predomina
la nula resistencia a Carbapenemes (Imipenem y Meropenem), asi como también a Quinolonas
(Acido Nalidixico, Levofloxacino y Ciprofloxaino).

Por ultimo, los resultados de las mPCRs muestran una ausencia total en los genes de resistencia
a carbapenemes. También, apenas existen genes de resistencia frente a quinolonas. Respecto a
penicilinas, varias muestras presentan genes de resistencia, predominando los genes blarey,
blasyy, debido al uso continuo e indebido de beta-lactamicos.

Para evitar contaminaciones y la presencia de microorganismos, es recomendable manipular
higiénicamente los alimentos en toda la cadena de produccidn alimentaria. Asi como también,
cumplir con la normativa establecida para la cria de gallinas y recolecta de huevos. Realizar los
analisis pertinentes para garantizar la seguridad y el consumo seguro de los huevos y evitar las
contaminaciones cruzadas entre alimentos que contengan huevo que pueden suponer un peligro
para la salud del consumidor.
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