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TiTULO

Determinacion de la calidad higiénico-sanitaria y relacion con la presencia de patdgenos en
moluscos bivalvos.

RESUMEN

En este trabajo, enmarcado dentro de la seguridad alimentaria, se propone la determinacion de la
calidad microbioldgica de muestras de alimentos presentes en el mercado. Concretamente, se
analizaron muestras de moluscos bivalvos vivos. Se determind la contaminacion de
microorganismos indicadores, asi como la posible presencia de patégenos, de acuerdo con la
legislacion espafiola para este tipo de productos. Se analiz6 también la presencia de patdgenos
emergentes del género Arcobacter. Las muestras se analizaron ademas por métodos
moleculares, como la reaccién en cadena de la polimerasa, PCR, y los resultados se compararon
para obtener conclusiones sobre la calidad del producto que llega al consumidor y el método
mas adecuado para su determinacion. Por Gltimo, se hizo un breve estudio sobre resistencia a
antibidticos de las cepas aisladas.

ABSTRACT

In this work, part of food security, the determination of the microbiological quality of food
samples on the market is proposed. Specifically, samples were analyzed bivalve molluscs.
Pollution indicator organisms was determined, and the possible presence of pathogens,
according to the Spanish legislation for this type of products. The presence of emerging
pathogens of the genus Arcobacter was also analyzed. Samples were also analyzed by molecular
methods such as chain reaction polymerase, PCR, and results were compared to draw
conclusions about the quality of the product that reaches the consumer and the most appropriate
method for their determination. Finally, a brief study on antibiotic resistance of isolated strains
was made.
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1. MOLUSCOS Y MICROBIOTA
1.1. INTRODUCCION

Los moluscos bivalvos (ostras, almejas, berberechos, vieiras, chirlas y mejillones) son animales
invertebrados, filtradores inmdviles y, en consecuencia, su microbiota depende enormemente de
la calidad del agua donde residen, la calidad del agua de lavado y de otros factores, como puede
ser la temperatura del agua donde se han recogido, la zona de pesca y la estacion del afio.
También influyen la salinidad, la concentracion de oxigeno disuelto y el pH (Montville y
Mattnews, 2008) es decir, es un reflejo del agua donde se ha capturado o desarrollado (Jay et
al., 2005).

A veces, los moluscos pueden ser capturados en zonas cercanas a las costas, por lo que estan
expuestos a contaminaciones de origen terrestre, de aqui que el andlisis microbioldgico deba
estar dirigido a la investigacion de la microbiota de origen fecal. Ademas, su presencia en los
moluscos bivalvos tiene que ver con el lugar de desarrollo de estos animales y su forma de
alimentarse, ya que la concentracion de microorganismos en su cuerpo es notable, sobre todo si
los moluscos se consumen crudos (Pascual y Calderén, 2000). EI hecho que se capturen en
diferentes regiones del mundo, hace que haya diferencias muy marcadas en los niveles de
contaminacion, en la composicion genérica y en las caracteristicas fisiologicas de las especies
aisladas (Horsley, 1977).

1.2. MICROBIOTA

A pesar de que la microbiota de los moluscos ha sido poco estudiada, se han identificado los
siguientes géneros bacterianos en bivalvos vivos: Serratia, Pseudomonas, Proteus, Clostridium,
Bacillus, Escherichia, Enterobacter, Pseudoalteromonas, Shewanella putrefaciens,
Lactobacillus, Flavobacterium/Cytophaga, corineformes y Micrococcus. (Romero et al., 2002;
Cann, 1977). También pueden deteriorar los moluscos microorganismos pertenecientes a los
siguientes géneros Acinetobacter/Moraxella (Montville y Mattnews, 2008), Vibrio,
Achromabacter y escasos microorganismos grampositivos (Pascual y Calderdn, 2000).

En los moluscos alterados aumenta considerablemente el recuento total microbiano y
predominan las bacterias gramnegativas proteoliticas: Pseudomonas y Vibrio y sacaroliticas
(Lactobacillus). Entre los microorganismos mas importantes en seguridad alimentaria estan los
de origen entérico: Salmonella, Shigella, Vibrio Cholerae, Escherichia coli, virus, Clostridium
botulinum, Clostridium perfringens, Staphylococcus aureus enterotoxigénico, etc. (Pascual y
Calderén, 2000).

1.3. CARACTERISTICAS GENERALES

Los problemas més importantes de salud puablica relacionados con el consumo de moluscos
bivalvos vivos derivan fundamentalmente de su capacidad para concentrar los virus y las
bacterias de las aguas que les rodean, asi como de la frecuente contaminacion de estas aguas con
aguas residuales y de la rutina de consumir algunos moluscos, después de una coccion
relativamente ligera (ICMSF, 1998) o de los microorganismos que pueden acceder, entre otras
cosas, cuando se produce la apertura de dichos moluscos. Por ello, la calidad sanitaria de las
aguas donde se capturan los moluscos es un factor critico para la determinacion de la calidad
microbioldgica de éstos (Silverman et al., 1961).

Los periodos de conservacion normales son de ocho a diez dias. La principal alteracion que
sufren los moluscos es fermentativa, siendo los microorganismos los principales responsables
(Liston, 1980). Los moluscos se alteran mas rapidamente que los peces porque son mas
pequefios, no se evisceran despueés de la captura y sufren rapidamente autolisis enzimatica y son
mas ricos en aminodcidos, lo que favorece el crecimiento bacteriano (Early y Stroud, 1982) v,
por tanto son mas propensos a alterarse répidamente, siendo éste un factor que explica la
costumbre corriente de mantenerlos vivos hasta inmediatamente antes de su consumo (ICMSF,
1998).
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1.4. INTOXICACIONES EN MOLUSCOS

Los moluscos bivalvos son portadores en ocasiones de biotoxinas marinas. Estas producen
distintos trastornos para la salud después de consumir determinadas sustancias toxicas. (Pascual
y Calderdn, 2000). Los moluscos, y especialmente los mejillones, filtran grandes cantidades de
agua de mar para retener el plancton que les sirve de alimento. En esta operacion, se fijan las
toxinas en el hepatopéancreas de los mejillones y en el sifon de las almejas. EI hombre, al
consumirlos, presenta diversos cuadros de intoxicacion, segin las especies de toxinas
acumuladas (Pascual y Calderon, 2000).

Son frecuentes los casos de fiebres tificas, paratificas y hepatitis viricas por consumo de ostras.
Los mejillones crudos, mal cocinados o recontaminados pueden ser la causa de fiebres tificas y
salmonelosis (Pascual y Calderén, 2000). Hay muchos casos de intoxicacion alimentaria por
consumo de moluscos, entre ellos, un brote por biotoxinas alimentarias debido al consumo de
moluscos y pescados en Espafia durante 2003-2006 con diversos sintomas como diarrea,
cefalea, insuficiencia respitaroria o pérdida de la memoria (ISC, 2007). Otro caso es el consumo
de moluscos bivalvos como agentes transmisores del virus de la hepatitis A (Marafion et al.,
2013) y también la deteccion de un brote de hepatitis A en Ceuta por el consumo de navajas
(Ortega et al., 2008).

1.5. CALIDAD MICROBIOLOGICA DE LOS MOLUSCQOS

Segun la legislacion vigente para moluscos vivos, se realizan los analisis microbiolégicos
correspondientes al recuento de aerobios mesoéfilos y Listeria, y aislamiento y deteccién de
Salmonella y E. coli.

Tabla 1. Criterios de seguridad alimentaria aplicables a moluscos bivalvos vivos.

Salmonella Escherichia coli. Listeria monocytogenes
EN/ISO 6579 ISO TS 16649-3 1SO 11290-2
n=5, ¢c=0, m=Ausencia en n=1, c=0, m=230 n=5, c=0, m=100 ufc/g,
259, M= Ausenciaen25g NMP/100 g de carne y M=100 ufc/g.

liquido intervalvar, M=

230 NMP/100 g de carne y

liquido intervalvar
Productos comercializados durante su vida util

Satisfactorio, si todos los Satisfactorio, si todos los Satisfactorio, si  todos
valores observados indican valores observados son < valores observados son < m.

la presencia de la bacteria de los valores observados limite
en cualquiera de las son>al limite.
muestras

los

ausencia de la bacteria. m. Insatisfactorio, si alguno de los
Insatisfactorio, si se detecta Insatisfactorio, si alguno valores observados son > al

Aungue no esté recogido en la legislacion, también es interesante determinar la presencia de
bacterias pertenecientes al género Arcobacter en este tipo de muestras por el elevado nimero de
nuevas especies obtenidas a partir de moluscos (Levican et al., 2014).

En los criterios de seguridad alimentaria en moluscos bivalvos vivos Reglamento CE 2073/05,
DOUE L338/1 22.12.2005, modificado por el Rto. CE 1441/2007. DOUE L322/12 7.12.2007 se
establecen los criterios microbioldgicos a controlar aplicables a los moluscos bivalvos vivos, los
cuales aparecen en la tabla 1.

2. MICROORGANISMOS AEROBIOS MESOFILOS

Son aquellos microorganismos capaces de multiplicarse en aerobiosis a unas temperaturas
medias, comprendidas entre 25 y 40-45 °C. Normalmente, se van a cultivar de forma optima a
31 £ 1 °C durante 72 horas, en un agar determinado para dar unas colonias visibles y poder
realizar el recuento correspondiente (Pascual, 1989). Su recuento estima la microbiotal, es decir,

8
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va a incluir los microorganismos patdégenos y no patdgenos. Estos microorganismos tienen una
tasa de crecimiento bastante elevada y su tiempo de generacion es corto (Pascual, 1989; Pascual
y Calderdn, 2000).

El recuento de microorganismos aerobios mesofilos reconoce, en conjunto, la calidad
microbioldgica o sanitaria de los alimentos analizados, probando la forma como fueron
manipulados durante su elaboracién, sin relacionarla con la posible presencia de
microorganismos patdgenos o sus toxinas ya que éstos se deben buscar de forma directa por
procedimientos especificos que permitan conocer la peligrosidad o inocuidad de dichos
alimentos. Un recuento bajo no va a garantizar que el alimentos analizado esté exento de
patdgenos o sus toxinas (Pascual y Calderon, 2000).

Exceptuando aquellos productos que han sido elaborados por fermentacion, altos recuentos
microbianos son poco aconsejables para la mayor parte de alimentos, indicando defectos en el
procesamiento. Sus posibles causas pueden ser varias (Pascual y Calderén, 2000): que la
materia prima de la cual proviene esté muy contaminada o por los deficientes métodos de
manipulacion durante la elaboracion de los productos. Altos recuentos de mesoéfilos aerobios
suelen ser signo de inmediata alteracion del producto. Tasas superiores a 10°-10’
microorganismos por gramo suelen ser ya inicio de deterioro. Se puede concluir diciendo que,
un alimento cuya microbiota es alta, debe ser considerado el alimento como impropio para el
consumo humano (Pascual, 1989).

3. ESCHERICHIA COLI
3.1 ANTECEDENTES HISTORICOS Y CLASIFICACION

El bacteriélogo aleman Theodor Escherich aislé por primera vez en 1885 en heces de nifios con
enteritis (ICMSF, 1998), la bacteria que conocemos como Escherichia coli (Pascual, 1989). El
estudio cientifico que se ha elaborado desde esa fecha ha sido muy extenso, por lo que, en la
actualidad, posiblemente sea el microorganismo que mejor se conoce (ICMSF, 1998).

E. coli pertenece a la familia Enterobacteriaceae y al género Escherichia. Muchas de las cepas
de E. coli no producen enfermedad, y se consideran comensales apréfitos. Sin embargo, se han
determinado varios tipos de E. coli enteropatégenas, basandose en diferentes factores de
virulencia: E. coli enterohemorragica (ECEH), E. coli enterotoxigena (ECET), E. coli
enteropatégena (ECEP), E. coli enteroinvasiva (ECEI), E. coli enteroagregativa (ECEA) y E.
coli de adherencia difusa (ECAD). Existe una mayor informacion de los primeros cuatro tipos
mencionados, pero se conocen peor la patogenicidad y la prevalencia de cepas de ECEA y
ECAD (O’Connor, 2002).

3.2 CARACTERISTICAS GENERALES

E. coli es un huésped universal del intestino del hombre y de los animales de sangre caliente.
Dado que esta presente de forma habitual en las heces, su facil cultivabilidad, su caracter
patogénico y su supervivencia en agua, se ha adoptado como indicador de contaminacion fecal y
de la posible presencia de patdgenos entéricos en el agua (ICMSF, 1998). Puesto que E. coli es
un huésped del tracto intestinal, fuera de éste va a vivir durante muy poco tiempo (Pascual y
Calderon, 2000).

Es una bacteria Gram-negativa, de forma bacilar corta, catalasa positiva, oxidasa negativa y
anaerobia facultativa. La mayoria de las cepas son capaces de fermentar la lactosa (Adams y
Moss, 1997) con produccion de &cido y gas una vez ha pasado 24-48 h. Normalmente es ureasa
negativo con excepciones y algunas cepas son sulfhidrico positivas aunque la mayoria son
negativas. Ademas, es no esporégeno (ICMSF, 1998). Es rojo de metilo positivo y Voges-
Proskauer negativo y no crece en el medio de citrato de Simmons, produciendo indol la mayoria
de cepas (IMViC ++-- 0 -+--) (Evans et al., 1979).

En 1945, Kauffmann realizo un estudio acerca de la estructura antigénica de las cepas (Pascual,
1989), llegando a la conclusion en que las cepas se distinguen unas de otras en base a los
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antigenos somaticos (O), flagelares (H) y capsulares (K) (Adams y Moss, 1997), aungue
raramente son encapsulados (Pascual, 1989).

E. coli crece en unos limites de temperatura amplios, entre 15 y 45°C (Pascual, 1989). En
cambio, hay algunas cepas que crecen a temperaturas tan bajas como son 4°C (ICMSF, 1998).
Normalmente su temperatura 6ptima va a ser 44°C. El calor los destruye a 60°C en 15 minutos y
a 55°C en una hora (Pascual, 1989), es decir, se elimina a temperatura de pasteurizacion y
también cuando se almacena el producto en frio, sobre todo a temperatura de congelacion
(Pascual y Calderén, 2000).

3.3 EPIDEMIOLOGIA Y TRANSMISION

La posible contaminacién fecal en las redes de abastecimiento de agua y los manipuladores de
alimentos contaminados, han sido implicados frecuentemente en distintos brotes de enfermedad
(ICMSF, 1998). La mayoria de los brotes relacionados con este microorganismo han sido
debido al consumo de carne picada de vacuno poco cocida y brotes relacionados con alimentos
elaborados con leche cruda (Doyle y Padye, 1989). También existen brotes que relacionan el
consumo de moluscos y la presencia de E. coli en ellos, como es el caso de una posible
deteccidn de E. coli enteropatdgena en bivalvos en Cumand, Venezuela debido sobre todo a una
contaminacion cruzada entre el manipulador y los moluscos (Martinez y Villalobos, 2005).

La investigacién de E. coli en alimentos sigue siendo un problema debido a que no existen
medios selectivos especificos para diferenciar cada una de las cepas en el resto de éstas. Por
tanto, su recuperacion en los distintos alimentos es mucho mas complicado que cuando se aisla
en distintas muestras clinicas de enfermos (Pascual, 1989).

La tendencia en los casos humanos de E. coli productoras de verocitotoxina (VTEC / STEC), ha
ido en aumento desde 2008 y se fortalecié alin mas debido a un brote en el verano de 2011
(EFSA, 2013). En 2012 el namero de casos disminuyé un 40% respecto al afio anterior (5.671
frente a 9.485 casos en 2011). Esta bacteria esta mayoritariamente asociada a la carne y al
ganado vacuno, aunque en 2011 hubo un gran brote en Alemania y Francia asociado al consumo
de semillas germinadas, por la cepa 0104:H4. La tendencia en Espafia, al igual que en la UE, es
de aumento los ultimos afios (EFSA, 2014).

3.4 MANIFESTACIONES CLINICAS

En cuanto a sintomas y signos, va a depender del tipo de E. coli patégeno intestinal que va a
causar la infeccion. A continuacion se resume en la siguiente tabla los distintos tipos de E. coli
con sus signos y sintomas (Doyle y Padye, 1989).

Tabla 2. Tipos de E. coli patégenos (Doyle y Padye, 1989)

Enteropatogeno (EPEC)  17-72 h (prom. 6h-3d (prom. 24h)  Diarreas, ndauseas, dolor abdominal,

36h) vomito, fiebre, escalofrios, cefalalgia,...
Enterotoxigénico 8-44 h (prom. 3-19d Diarrea acuosa, fiebre ligera, retortijones
(ETEC) 26h) abdominales, malestar, nauseas, en la
forma mas grave cdlera,...
Enteroinvasor (EIEC) 8-24 h (prom. Dias a semanas Diarrea profusa o disenteria, escalofrios,
11h) fiebre, cefalalgia, mialgia, retortijones

abdominales; con frecuencia las
deposiciones contienen moco y vetas de

sangre
Enterohemorrégico 3-9d (prom. 4d) 2-9d Colitis  hemorrdgica, diarrea  muy
(EHEC) sanguinolenta, dolor abdominal intenso,

vomito, sin fiebre. Sindrome urémico
hemolitico (SUH)

Se cree que las personas portadoras, ya sean sintomaticas o asintomaticas, son el reservorio
principal y la fuente de las distintas cepas. Se encuentran presentes en el tracto intestinal y van a
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ser excretados en las heces. Algunas medidas importantes para evitar esta contaminacion
incluye la formacion de los operarios que manipulan de distintas formas los alimentos y una
higiene personal adecuada, calentamiento adecuado de los alimentos para destruir los patdgenos
y mantener los distintos alimentos en unas buenas condiciones para que no se produzca una
proliferacion de las bacterias. Ademas, no se deben utilizar aquellas aguas residuales humanadas
gue no hayan sido tratadas, ni agua no clorada para abonar alimentos o para lavar utensilios que
se vayan a utilizar después para modificar el estado inicial de los alimentos (Adams y Moss,
1997).

Los alimentos de origen animal pueden estar contaminados por distintas vias, entre ellas
exponerlos a un calentamiento insuficiente con lo cual no se destruye dicho microorganismo, a
través de contaminaciones cruzadas entre un alimento crudo y otro tratado o entre uno tratado y
un utensilio que no ha sido lavado. También pueden estar contaminados los animales si han
estado en contacto con materia fecales en distintas operaciones como puede ser el sacrificio o el
ordefio (Adams y Moss, 1997).

4. LISTERIA MONOCYTOGENES

4.1. ANTECEDENTES HISTORICOS Y CLASIFICACION

En la dltima década, la listerioris ha sido una de las principales enfermedades de origen
alimentario (Doyle et al,. 1997). Listeria monocytogenes, por su gran interés para la salud
publica y su impacto econdmico, es uno de los microorganismo mas importantes en las Gltimas
décadas (Pascual y Calderdn, 2000).

Fueron Murray y colaboradores quienes hicieron una descripcién clara en 1926 con el nombre
de Bacterium monocytogenes (ICMSF, 1998), que causaba enfermedad en conejos y cobayas,
ya que infectaba a los monocitos (leucocitos) de la sangre (Adams y Moss, 1997). Desde su
aislamiento, se ha nombrado de muchas formas. Primero se nombré Bacterium monocytogenes,
por ser la monocitosis uno de los sintomas de la enfermedad. Después paso a llamarse Listeria
hepatolytica, en honor a Lister y por su asociacion con una alteracion del higado de conejo. Por
altimo, se denomind Listeria monocytogenes, nombre que esta descrito desde 1940 por Pirie
(Pascual y Calderén, 2000).

El género Listeria engloba seis especies: L monocytogenes, L. ivanovii, L. innocua, L. seeligeri,
L. welshimeri y L. grayi. S6lo L. monocytogenes y L. ivanovii son patégenas. La primera es un
patégeno humano; en cambio, la segunda es un patdégeno animal (Montville y Mattnews, 2008).
En la siguiente tabla se muestra la taxonomia del género Listeria y la especie mas importante de
ésta: L monocytogenes.

Tabla 3. Taxonomia Género Listeria (Collins et al., 1991)

Dominio Bacteria
Phylum Firmicutes
Clase Bacilus
Orden Bacillales
Familia IV | Listeriaceae
Género Il Listeria
L. ivanovii
Listeria monocytogenes
Especies L. INnocua
L. seeligeri
L. welshimeri
L. grayi

Debido a este microorganismo se han relatado infecciones en una gran variedad de animales
incluyendo el ganado vacuno y ovino, los roedores, los peces, las aves (Gray y Killinger, 1966)
y también en las personas (Seeliger, 1961). L. monocytogenes tiene 13 serovariedades con

11



Introduccion

diferentes grupos antigénicos. Estas serovariedades son las causantes de la mayoria de los casos
de listeriosis identificados en humanos (Doumith et al., 2004).

4.2. CARACTERISTICAS GENERALES

La especie L. monocytogenes esta formada por bacilos cortos y con extremos redondeados que
miden entre 0,5-2 p de largo por 0,2-0,5 p de grueso y; a veces, puede adoptar forma de
cocobacilo. Se puede presentar aislado, en parejas, cadenas cortas o agrupado en V (Pascual y
Calderén, 2000). Son Gram-positivos, hemoliticos, no esporulados ni &cido-resistentes,
anaerobios facultativos, catalasa-positivos y oxidasa-negativos (ICMSF, 1998). Son moéviles a
25°C pero inmoviles a 35°C (Adams y Moss, 1997), debido a sus flagelos peritricos (ICMSF,
1998). La movilidad es 6ptima entre 20-22°C (Pascual y Calderon, 2000). Ademas, carece de
capsula (Pascual, 1989).

Las colonias de L. monocytogenes tienen un aspecto caracteristico gris-azulado cuando crecen
en la superficie del agar triptosa, que cambia a azul-verde cuando se observan con luz oblicua
(Adams y Moss, 1997, ICMSF, 1998).

En cuanto a temperaturas de crecimiento, tiene un limite muy amplio, comprendido entre 1°-
45°C, con una éptima de 30-37°C. Es una bacteria psicrotrofica. Para que se destruya se necesita
alcanzar una temperatura de 70°C alrededor de 2-3 minutos (Pascual y Calderdn, 2000).
Ademas, la congelacion no va a reducir el tamafio de la poblacion bacteriana (Montville y
Mattnews, 2008). Respecto al pH, es capaz de desarrollarse entre 5,1y 9,6. Su pH déptimo es 7,5
(Pascual y Calderon, 2000). L. monocytogenes crece de forma dptima en una actividad de agua
(aw) > 0,97. (Montville y Mattnews, 2008). Este microorganismo es muy tolerante a la sal,
creciendo en un 10% de cloruro de sodio y es capaz de sobrevivir durante un afio en un 16% de
NaCl a pH 6,0 (ICMSF, 1998).

4.3. EPIDEMIOLOGIA Y TRANSMISION

L. monocytogenes es un microorganismo ubicuo en el ambiente, se ha podido aislar tanto en el
agua dulce como salada, en el suelo, en el lodo de las aguas residuales, en los vegetales en
putrefaccion, en el ensilado, etc. (ICMSF, 1998). L. monocytogenes ha sido aislada en muchos
grupos de alimentos, como puede ser la leche y los productos lacteos, productos carnicos,
productos del mar, etc. En cuanto a productos del mar incluye crustaceos, moluscos y pescados
frescos, ahumados o incluso congelados. Los moluscos bivalvos vivos de los cuales cabe
destacar los mejillones, las almejas y las ostras, pueden presentar un alto riesgo de “listeriosis”
(Montville y Mattnews, 2008). El predominio de esta bacteria en los moluscos crudos y listos
para consumir puede ser elevado de hasta el 25% (Farber, 1991).

Estudios realizados en UK, en EEUU, en Australia y otros, han demostrado una gran frecuencia
de aislamiento de L. monocytogenes en carnes y productos carnicos, donde generalmente
predomina el serotipo 1 (ICMSF, 1998). Como se muestra en la siguiente tabla, hay una gran
variedad de alimentos en los que se han detectado las distintas especies del género Listeria.

Tabla 4. Obtencion de especies en alimentos (Jay et al., 2005)

L. monocytogenes Productos lacteos, productos carnicos y productos del mar (moluscos,...)

L. innocua Detectado en leche, carne, productos de la pesca congelados, queso semicurado, nuestras de
huevo entero y hortalizas (Loessner et al., 1990)

L. welshimeri Aislado en leche cruda, carne asada, hortalizas y carne de pavo. También en salchichas de

cerdo y carne de cerdo en Alemania (Schmidt et al., 1988) y productos de delicatesen en
Francia(Nicolas y Vidaud, 1987)

L. grayi Leche cruda, carne de vacuno y de aves
L. seeligeri Leche cruda, hortalizas, coles, rdbanos, carne de cerdo y salchichas de cerdo (Jay, 1996)
L. ivanovii Es patdgena en animales (Montville y Mattnews, 2008)

Las vias de contaminacion suelen ser por contacto a través de la piel y por via digestiva. La
enfermedad que va a producir se llama listeriosis (Pascual, 1989).
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4.4. MANIFESTACIONES CLINICAS: LISTERIOSIS

El primer brote, a causa de una ensalada de col, se conoci6é en 1981 (Montville y Mattnews,
2008). Desde entonces, ha habido un nimero creciente de brotes descritos, en lo que han estado
implicados diversos alimentos, en Europa y en América del Norte. Los alimentos contaminados
més frecuentes son: ensalada de col, hortalizas crudas (apio, tomates y lechuga), leche
pasteurizada procedente de un rebafio con listeriosis, queso de estilo mexicano y queso blando,
de tipo vacherin. La mayoria de los casos de listeriosis humana son esporadicos. El tiempo de
incubacion de hasta 5 semanas dificulta el origen de la infeccidn con el alimento y el examen de
aquellos alimentos posiblemente infectados (Montville y Mattnews, 2008). Esta enfermedad ha
sido notificada principalmente en paises industrializados; la incidencia en Africa, Asia y
América del Sur se desconocen o es baja (Doyle et al., 1997). EI nimero de casos en Europa
aumentd ligeramente en el 2012 respecto a 2011. En 2012 se notificaron 1.642 casos humanos
confirmados. En este microorganismo, al contrario que en Salmonella, se observa una tendencia
creciente en el periodo 2008-2012. La tasa de letalidad es elevada, alrededor del 18% siendo
superior en nifios y en ancianos (Pascual, 1989). En Espafia se notificaron 107 casos humanos
confirmados (tasa de 0,93 casos por 100.000 habitantes, muy superior a la media de la UE que
fue de 0,41). Dentro de la UE, nuestra tasa solo es superada por Finlandia, con 1,13 casos por
100.000 habitantes (EFSA, 2014).

Recién nacidos y adultos inmunodeprimidos son especialmente sensibles a esta infeccion,
debido a que las condiciones que favorecen la incidencia de esta enfermedad son: el cancer, los
trasplantes de drganos, la terapia inmunosupresora y la infeccién VIH (Montville y Mattnews,
2008). En estos grupos causa septicemia, meningitis y meningoencefalitis. Otros de los grupos
de riesgo gque encontramos son las mujeres embarazadas siendo afectadas cominmente durante
el tercer trimestre de la gestacién. La infeccion de la madre puede ser asintomatica o parecerse a
una enfermedad similar a la gripe con fiebre, mialgia o dolor de cabeza. Las consecuencias para
el feto son muy graves ya que la madre puede abortar de forma esporadica, puede producir la
muerte del feto, el nacimiento prematuro, septicemia neonatal grave y meningitis (Bula et al.,
1995). Las madres infectadas van a eliminar la bacteria por orina y secrecion vaginal durante 4-
5 dias después del parto (Pascual, 1989). No se conoce bien la dosis con la que el hombre se
puede infectar, aunque algunos investigadores pueden estimar que puede estar entre 10° y 10°
microorganismos/gramo de alimento, en el caso de personas sensibles. Esta dosis seria mas alta
para aquellas personas sanas (Pascual, 1989).

5. GENERO SALMONELLA

5.1. ANTECEDENTES HISTORICOS Y CLASIFICACION

Salmonella fue observado por primera vez por los bacteri6logos alemanes Eberth y Koch en
1880 y, posteriormente fue cultivado por Gaffky. Salmon y Smith en 1885 aislaron Bacillus
cholerae-suis en cerdos con peste porcina, enfermedad cuya etiologia virica se desconocia y
asimismo fueron aisladas bacterias tanto en casos de infeccién transmitida por alimentos como
en casos de enfermedad animal.

Estos microorganismos fueron aislados por primera vez por Achard y Bensaud (1896) y por
Gwyn (1898). El género Salmonella fue nombrado definitivamente en 1900 por Ligniéresy se le
denominé asi en honor de D. E. Salmon, el patélogo veterinario americano que describié por
primera vez Salmonella cholerae-suis (ICMSF, 1998).

Al principio del siglo XX se descubrieron las formas seroldgicas de los antigenos somaticos (O)
y flagelares (H) de este género. Mas tarde se elaboré un esquema mas detallado de la
clasificacion del género Salmonella, que actualmente incluye méas de 2.500 serotipos (Montville
y Mattnews, 2008), aunque segun el esquema de Kauffmann-White pueden llegar a ser posibles
20.000 combinaciones (Adams y Moss, 1997). Los serotipos predominantes en Europa, son S.
Typhimurium y S. Enteritidis (EFSA, 2014). Existen 3 especies de Salmonella: S. enterica, S.
bongori y S. subterranea. La Unica especie de Salmonella con interés clinico es S. enterica.
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(ISC, 2009), observando en la siguiente tabla las especies y subespecies de Salmonella con sus
correspondientes numeros de serotipos.

Tabla 5. Género Salmonella:

Especies y subespecies de Salmonella (nim.) | NUm. de serotipos
S. entérica subspp. entérica (1) 1454

S. entérica subspp. salamae (I1) 489

S. entérica subspp. arizonae (l11a) 94

S. entérica subspp. diarizonae (l11b) 324

S. entérica subspp. houtenae (1V) 70

S. entérica subspp. indica (V1) 12

S. bongori (V) 20

5.2. CARACTERISTICAS GENERALES

El género Salmonella pertenece a la familia Enterobacteriaceae (Montville y Mattnews, 2008).
Son bacilos pequefios, gram-negativos, no esporulados, habitualmente mdviles mediante
flagelos peritricos aunque hay algunas especies que son inmoviles (Pascual y Calderén, 2000).
El tamafio oscila de 0,3um x 1,0-1,6 um. Son aero-anaerobios facultativos, quimiorgandétrofos y
poseen un metabolismo oxidativo y fermentativo, produciendo &cido y, a menudo, gas. Son
catalasa positivos y oxidasa negativos (Bourdegois et al., 1994). Crecen en citrato como Unica
fuente de carbono, decarboxilan la lisina y la ornitina y no hidrolizan la urea (Doyle et al.,
1997).

Salmonella es capaz de crecer a temperaturas por debajo de 5°C incluso hasta una temperatura
de 47°C, con un crecimiento 6ptimo de 37°C (ICMSF, 1998). También se ha demostrado su
crecimiento en almacenados entre 2 y 4°C (Doyle et al., 1997). A una temperatura de 60°C o
superior se destruyen entre los 5-15 minutos (Pascual, 1989), ya que son sensibles al calor. La
pasteurizacion a 72°C durante 15 segundos va a asegurar la destruccion de la bacteria en la leche
(Bourdegois et al., 1994).

En cuanto al pH, puede crecer en valores entre 4,5 y 9,5, con un pH Optimo de 6,5-7,5
(Montville y Mattnews, 2008). Puede llegar a crecer a un pH de 4,05. La aw afecta bastante al
crecimiento de esta bacteria (Adams y Moss, 1997). Van a tener un buen crecimiento con una
aw entre 0,945 a 0,999. A valores muy bajos como 0,20 el producto esta deshidratado y, por
tanto, van a sobrevivir durante mucho tiempo (Bourdegois et al., 1994), sobreviviendo
perfectamente un afio (Adams y Moss, 1997). Otro factor que influye en el crecimiento es la
concentracion de sal. Salmonella no tolera altas concentraciones de sal. Una salmuera superior
al 9% llega a ser bactericida (Jay, et al., 2005).

5.3. EPIDEMIOLOGIA Y TRANSMISION

Salmonella es un agente zoonotico ubicuo (Adams y Moss, 1997). Son huéspedes habituales del
tracto gastrointestinal (ICMSF, 1998) en hombres y en animales (aves, reptiles, animales de
granja) (Jay et al., 2005). También, se puede encontrar en animales de compafiia, tales como
perros, gatos y roedores (Pascual, 1989). Se excretan a través de las heces, desde donde pueden
ser transmitidos por insectos y otros seres vivos a un gran numero de lugares. Como estan en el
intestino también se pueden encontrar en el agua contaminada.

Los alimentos que mas suelen estar contaminados por Salmonella son las carnes y productos
carnicos, los ovoproductos y otros diversos como es la leche. (Bourdegois et al., 1994). Aunque
también hay alimentos, como es el caso de los moluscos y en concreto en almejas, que estan
contaminados con esta bacteria (Quifiones et al., 2000).

En los ultimos afios, se le ha dado una importancia comercial a los moluscos porque en los
paises desarrollados se suelen alimentar a estos animales con despojos de carne cruda que
pueden estar contaminados con salmonelas tifoideas o paratifoideas y ciertos piensos que
puedan contener Salmonella. En el medio ambiente también pueden aparecer en los efluentes de
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aguas residuales y en los lodos de aguas residuales, conteniendo en este Gltimo sitio una elevada
poblacién (Adams y Moss, 1997).

En 2012 se notificaron 91.034 casos confirmados de salmonelosis, un 4,7% menos que el afio
anterior. En el periodo 2008-2012 se ha observado una tendencia significativamente
descendente, lo que se asume que se debe a los programas de control de Salmonella en aves
aplicados en los paises europeos. El alimento en el que se han observado mas casos es la carne
de pollo, aunque también se ha visto que hay alimentos que no cumplen con los requerimientos
europeos respecto a Salmonella, como preparados a base de carne picada y moluscos bivalvos
vivos. (ISC, 2007). Espafia notificO 4.181 casos confirmados de Salmonella en 2012,
procedentes del Sistema de Informacion Microbioldgica (SIM) (tasa de 36,2 casos por 100.000
habitantes). Aunque nuestra tasa es superior a la media europea (22,2), ocupamos una posicién
intermedia entre los paises de la UE, y la tendencia en los ultimos afios también es descendente.
Segun el SIM en Espafia, en los Gltimos 5 afios han disminuido los casos por Comunidad
Autonoma el nimero de infecciones por Salmonella. La cifra méas alta fue en 2003 con 8.671
casos. Hay que destacar que en determinadas Comunidades, el nimero de infecciones ha sido
muy superior respecto al resto como son las Comunidades Auténomas de Catalufia, Pais Vasco
y Navarra (ISC, 2009).

5.4. MANIFESTACIONES CLINICAS: SALMONELOSIS

La infeccion humana por Salmonella puede producir varias enfermedades, incluyendo
enterocolitis no complicadas, infecciones sistémicas, etc.

Salmonella no tifoidea produce una enterocolitis que se manifiesta entre las 8-72 h una vez el
paciente ha entrado en contacto con dicha bacteria. La enfermedad clinica suele ser
autolimitante y se caracteriza por diarreas no sanguinolentas y dolor abdominal que aparece a
los 5 dias desde que comienza los sintomas. Aqui, el uso de antibidticos esta contraindicado
porque puede llegar a prolongar la enfermedad y la excrecion de formas viables. Estas cepas
también pueden degenerar en infecciones sistematicas y producir diversas enfermedades
cronicas (D’Aoust, 1991), como la artritis reactiva aséptica y el sindrome de Reiter (Montville y
Mattnews, 2008).

6. GENERO ARCOBACTER

6.1. ANTECEDENTES HISTORICOS Y CLASIFICACION

Siempre ha resultado dificil encuadrar taxonomicamente al género Arcobacter debido a sus
exigencias de crecimiento y la relativa inactividad en las pruebas bioquimicas convencionales.
El género Arcobacter fue propuesto por Vandamme (1991) tras un estudio de hibridaciéon ADN-
ADN del gen 23S del ARNTr para describir dos especies aerotolerantes de campilobacterias:
Campylobacter cryaerophila (actualmente Arcobacter cryaerophilus) y Campylobacter
nitrofigilis (actualmente Arcobacter nitrofigilis), que son capaces de crecer a 15°C.

En 1991 se aceptd la creacion de una nueva familia, Campylobacteraceae, propuesta por
Vandamme y De Ley (1991) para agrupar los géneros Campylobacter y Arcobacter. Este
agrupamiento se hizo basandose en los caracteres fenotipicos y genotipicos que tenian en comin
y que a su vez los separaba de otros géneros. Mas tarde se incluyeron también las especies A.
butzleri y A. skirrowii (Vandamme et al., 1992). Posteriormente, A. cibarius aislado de carcasas
de pollo (Houf et al., 2005) y A. halophilus aislado de agua procedentes de un lago hipersalino
del noroeste de las islas de Hawai (Donachie et al., 2005).

A continuacion, se describe la taxonomia actual del género Arcobacter, que junto con
Campylobacter y Sulfurospirillum se agrupan formando la famila Campylobacteraceae,
(Vandamme y De Ley, 1991) con sus 17 especies (Calvo et al., 2013). Como se muestra en la
tabla 6, actualmente se incluyen 17 especies, 9 de las cuales fueron aisladas de muestras
ambientales: A. nitrofigilis, de las raices de Spartina alternimicrobiota; A. halophilus de lagos
supersalinos; A. mytili (Collado et al., 2009), A. molluscorum (Figueras et al., 2011), A. ellisii
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(Figueras et al., 2011), A. bivalviorum (Levican et al., 2012) y A. venerupis (Levican et al.,
2012), de moluscos; A. marinus aislado de agua del mar (Kim et al., 2010) y de estrellas de mar;
y A. defluvii, de aguas residuales (Collado et al., 2010). Las otras seis especies se han descrito
desde fuentes humanas o animales: A. butzleri de heces humanas (Kielbauch et al., 1991), A.
cryaerophilus (Lehner et al., 1994), A. skirrowi (Vandamme et al., 1992) y A. trophiarum (De
Smet et al., 2011) de heces de animales; A. cibarius (Houf et al., 2005) de la carne de pollo y A.
thereius (Houf et al., 2009) del aborto porcino. En noviembre, se encontraron dos nuevas
especies: A. cloacae y A. suis (Levican et al., 2012) aisladas de alimentos y de aguas residuales
(Collado y Figueras, 2012).

Tabla 6. Género Arcobacter

Dominio Bacteria

Phylum BXII Proteobacteria
Clase V Epsilonproteobacteria
Orden 1 Campylobacterales
Familia | Campylobacteraceae
Género 1l Arcobacter

. butzleri

. cibarius

. cryaerophilus

. halophilus
marinus

mytili

. nitrofigilis

. skirrowi

. thereius

A. defluvii
A.molluscorum
A.trophiarum
A.venerupis
A.ellisii
A.bivalviorum
A.cloacae

A.suis

pIBABABNEAENESENES

Especies

6.2. CARACTERISTICAS GENERALES

El género Arcobacter estd formado por bacilos Gram-negativos no formadores de esporas, cuya
morfologia suele ser curvada o en forma de S. Los microorganismos de este género suelen tener
una longitud de 1 a 3 um y una anchura de 0,2 a 0,9 um, aunque en aguas ha podido encontrar
microorganismos que tienen un mayor tamafio (Taylor et al., 1999). Las colonias suelen ser
pequefias, traslucidas, de color beige o blanco y, cuando se dejan incubar durante tres dias,
pueden llegar a tener un didmetro de 2 a 4 mm (Collins et al., 1996). Gracias a su Unico flagelo
polar no envainado que contiene en ambos extremos de la célula, son moviles, desplazandose en
forma de sacacorchos (Ho et al., 2006).

Las especies de Arcobacter son poco activas metabolicamente (Vandamme et al., 1992) siendo
quimioorganotrdficos (Collado et al., 2009). No fermentan ni oxidan los carbohidratos, tienen
actividad catalasa y oxidasa. Reducen los nitratos y los nitritos (Taylor et al., 1999) a excepcion
A. mytili (Collado et al., 2009) y A. trophiarum (De Smet et al., 2011). Producen indol y sulfuro
de hidrdgeno, incluso pueden excretar azufre al medio (Taylor et al., 1999). La mayoria de
cepas no son hemoliticas, aunque A. skirrowii puede ser a-hemolitico. Son sensibles al acido
nalidixico (Lehner et al., 1994). Estos microorganismos pueden crecer en un extenso rango de
temperaturas, comprendido entre 15 y 42°C. Aunque son microaerofilos, crecen en aerobiosis a

16



Introduccion

30°C. El crecimiento Optimo ocurre bajo condiciones de microaerofilia (3-10% O,) y no
requiere hidrogeno para su crecimiento (Calvo et al., 2013).

6.3. EPIDEMIOLOGIA Y TRANSMISION

Actualmente no se conoce con exactitud como el hombre es infectado por Arcobacter.
Posiblemente puede ser debido al consumo o el contacto con agua contaminada y los alimentos
(Lastovica y Skirrow, 2000). Las especies pertenecientes al género Arcobacter han sido
recuperadas de varios tipos de aguas: rios, lagos, aguas subterraneas y agua de mar (Collado et
al., 2008). De hecho, algunos brotes aparecidos en agua potable, han dado como resultado el
aislamiento de bacterias del género Arcobacter tanto en los pacientes como en el agua
contaminada (Kopilovic et al., 2008). Sin embargo, existen algunos estudios que sugieren gue
podria ser transmitido a través de los alimentos.

Los alimentos de origen animal también han sido sugeridos como una posible via de
transmision de Arcobacter (Ho et al., 2006). Esta idea estd basada en su elevada prevalencia
tanto en el tracto intestinal como en heces de animales de granja sanos y en muchos de los
productos de carne destinados a venta al pablico (Van Driessche et al., 2003). Se ha establecido
la hipotesis de que la contaminacion por Arcobacter en los productos carnicos se produce
cuando las heces de los animales infectados entran en contacto con las canales durante el
proceso de sacrificio (Van Driessche and Houf, 2007). La mayoria de estudios sobre la
prevalencia de Arcobacter en los alimentos, han sido realizados en productos derivados de las
aves de corral (con la prevalencia mas alta) seguida por carne de cerdo, carne de vacuno
(Collado et al., 2009 a), y la leche cruda (Scullion et al., 2006). Aunque todavia no existen
muchos estudios, los moluscos son otra fuente potencial de infeccién (Fernandez et al., 2001).
Collado et al. investigaron en 2009 un total de 84 muestras (camarones, mejillones, almejas y
ostras) y demostraron que las almejas y los mejillones pueden contener una gran cantidad y una
gran diversidad de especies de Arcobacter. Esto podria tener una gran repercusion en salud
publica puesto que, los moluscos tradicionalmente se consumen crudos 0 poco cocinados. Los
estudios sobre alimentos han demostrado que, en general, A. butzleri es la especie
predominante, seguida por A. cryaerophilus y A. skirrowii (Lehner et al., 2005).

6.4. MANIFESTACIONES CLINICAS

Este género no era considerado un verdadero patdégeno hasta hace relativamente poco, sin
embargo, en la actualidad, a excepcion de A. nitrofigilis, se consideran patégenos para el
hombre y los animales, destacando entre ellos A. butzleri, A. cryaerophilus y menor grado A.
skirrowii (Collado et al., 2010).

En relacién a las infecciones causadas en animales, las distintas especies de Arcobacter han sido
aisladas del tracto intestinal y en muestras de heces de diferentes animales de granja, pero al
parecer solo tiene la capacidad de causar enfermedad en algunos de ellos. Estas bacterias estan
frecuentemente asociadas a enfermedades gantrointestinales, como Ulceras gastricas en cerdo
y/o reproductivas como abortos en ganado equino, bovino y porcino (Donochie et al., 2005). Se
les conoce también como responsables de producir mastitis, bacteriemia, infertilidad y
problemas crénicos de muerte de fetos no natos (Gonzalez et al., 2005). En cuanto a los
humanos, los problemas con los que se asocia a Arcobacter son: diarreas, dolor abdominal,
septicemias, fiebre, nauseas e incluso bacteriemias (Yan et al., 2000). Los nifios, sobre todo con
alguna enfermedad previa, son los mas afectados por Arcobacter (Lastovica y Skirrow, 2000).
Existe algin caso de contaminacion por Arcobacter de neonatos por via transplacentaria (On et
al., 1995).

Aunqgue la mayor parte de las especies del género Arcobacter no son consideradas como
causantes de graves problemas de salud, el notable incremento de casos en los ultimos afios
sugiere que su importancia puede haber sido subestimada, principalmente por la utilizacion de
métodos de deteccion e identificacion inapropiados (Figueras et al., 2008). Uno de los
principales problemas es que las condiciones Gptimas de recuperacién de Arcobacter a partir de
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muestras clinicas aln no han sido determinadas, por lo que en ocasiones es confundido con el
género Campylobacter (Abdelbagi et al., 2007).

Se han descubierto recientemente los mecanismos por los cuales A. butzleri induce enteritis, y
se ha visto que se debe a una disfuncién de la barrera epitelial asi como la induccion de la
apoptosis epitelial, lo que resulta en un mecanismo de flujo de fuga y diarrea (Bucker et al.,
2009). Ademés también se ha comprobado que induccién de la expresion de la citoquina
proinflamatoria interleuquina-8, que se considera un factor de virulencia de Helicobacter pylori
y de las distintas especies de Campylobacter, también lo es para A. butzleri, A. cryaerophilus, A.
skirrowii y A. cibarius (Ho et al., 2007).

7. IMPORTANCIA A LA RESISTENCIA DE__ANTIBIOTICOS EN
MICROBIOTA DE MOLUSCOS

Desde los afios 50, ha ido aumentando el nimero de microorganismos productores de
enfermedad en el hombre que son resistentes a uno o varios antibiéticos (Balsalobre y
Hernandez, 2004). Se ha comprobado que hay una relacién entre el consumo de antibiéticos por
animales y el desarrollo de resistencias en microorganismos ligados a infecciones en humanos
(Puig et al., 2007). El excesivo uso de determinados antibi6ticos, un tratamiento incorrecto o
una automedicacion incorrecta son posibles causas de la pérdida de eficacia o, incluso, la
resistencia a esos antibioticos (Gimferrer, 2008).

En los ultimos afios, a los moluscos se les ha empezado a dar importancia, puesto que en los
paises desarrollados suelen ser alimentados con despojos de carne cruda que pueden estar
contaminados con Salmonella spp. y con ciertos piensos que también puedan contenerla. Para
evitar esta contaminacion, los pescadores suelen utilizar antibiéticos, lo que es perjudicial para
la salud y puede llegar a ser un problema de Salud Publica (Montville y Mattnews, 2008). Dos
ejemplos destacados sobre la importancia a la resistencia de antibi6ticos en la microbiota de
moluscos son, los criaderos de marisco como un reservorio de bacterias resistentes a los
antimicrobianos (Miranda et al., 2013) y el aislamiento de genes de resistencia a antibi6ticos y
virulencia en E. coli procedente de marisco (Van et al., 2008). El uso de antibidticos en
agricultura y acuicultura crea residuos de antibi6ticos en la carne de los animales produciendo
que las diferentes bacterias resistentes de los animales de consumo humano, acaben
exponiéndose estos farmacos en los consumidores. Ademas, si se aplica antibioticos a los
cultivos o se riegan con aguas residuales, en los alimentos de origen animal pueden aparecer
bacterias resistentes (Cabrera et al., 2007).

Segun el informe de la OMS (2014) sobre la vigilancia de la resistencia antimicrobiana, E. coli
forma parte de la microbiota normal del intestino en seres humanos y animales por lo que es
importante tener en cuenta su resistencia a los antibioticos, ya que es la causa més frecuente de
infecciones urinarias y la causa mas frecuente de sepsis a todas las edades Ademas, es una causa
de meningitis en recién nacidos y es uno de los principales agentes causantes de infecciones de
transmision alimentaria en todo el mundo.

En cuanto a la distribucion del consumo de antibioticos en Espafia en el afio 2011 en el sector
primario, se observa que el grupo de betalactdmicos antibacterianos, lo consume un 62,7% de la
poblacion, seguido de un 12,3% de quinolonas y un 9,9% del grupo de los macrélidos (ECDC,
2011). En la siguiente tabla se clasifican los principales antibidticos utilizados en clinica en
funcion del grupo al cual pertenecen:

Tabla 7. Principales antibidticos y su clasificacion (Maguifia-Vargas et al., 2006)

Grupo Antibidticos
Aminoglucosidos Amikacina,  Gentamicina,
Kanamicina
Anfenicoles Cloranfenicol, Tetraciclina
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Betalactamicos Amoxicilina/ac. clavulanico,
Ampicilina, Cefalotina
Ceftriaxona

Macrolidos Eritromicina

Quinolonas Ciprofloxacino, Ac.
Nalidixico

En el 2012 en Espafia encontramos que el porcentaje de E. coli resistentes a Aminoglucdésidos
fue en torno al 10-25%, mientras que en otros paises como Francia, Inglaterra y Alemania
estaba entorno al 5-10%, (ECDC, 2012).

Figura 1. Proporcion de Aminoglucosidos resistentes a E. coli en la UE en 2012

La resistencia de E. coli se desarrolla facilmente, ya sea a través de mutaciones, lo cual es a
menudo el caso de la resistencia a la fluoroquinolona, o por transferencia de elementos
genéticos moviles, como es el caso para el amplio grupo de penicilinas (por ejemplo, ampicilina
0 amoxicilina) y la resistencia a las cefalosporinas de tercera generacion (Lazaro y Oteo, 2006)
Las quinolonas son probablemente uno de los grupos de farmacos antibacterianos mas
ampliamente utilizados para el tratamiento de infecciones del tracto urinario, de los cuales E.
coli es la més causa comun. La resistencia a las quinolonas puede ser indicativa de resistencia a
uno de los ultimos tratamientos antibiodticos disponibles por via oral. (Gonzélez et al., 2007).

Los pacientes con infecciones causadas por cepas de E. coli resistentes suelen tener unos
resultados clinicos pobres. La resistencia a la tercera generacion de cefalosporinas significa que
el tratamiento para infecciones graves de E. coli resistentes necesita una terapia con un tiempo
mas largo del debido en estas poblaciones. El tener un mayor tiempo de tratamiento conlleva el
tener un mayor gasto, entre otras cosas (OMS, 2014). En el 2012 en Espafia, encontramos que el
porcentaje de E. coli resistente a fluoroguinolonas era entre el 25-50%, mientras que en otros
paises como Francia, Inglaterra y Alemania estaba entorno al 10-25% (ECDC, 2012).

Figura 2. Proporcion de fluoroquinolonas resistentes a E. coli en la UE en 2012

Hay tres estrategias de intervencion que deben ser priorizadas para que el tratamiento sea eficaz.
Estas estrategias son: el uso prudente de antibidticos, precauciones de higiene para la

19



Introduccion

contaminacion cruzada entre alimentos y personas e investigacion y desarrollo de los
antibidticos con un nuevo mecanismo de accién (ECDC, 2005-2014).

8. METODOS MOLECULARES DE DETECCION E
IDENTIFICACION DE PATOGENQOS

Para el analisis de microorganismos patdgenos en alimentos los métodos y técnicas
tradicionales se requiere un proceso largo para obtener resultados (Jay et al., 2005). La
aplicacidn de técnicas moleculares para la deteccion de forma rapida e inequivoca de patégenos
transmitidos por alimentos esta ofreciendo una alternativa valida a los métodos tradicionales.
(Rantsiou et al., 2010), destacando la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (Engberg et al.,
2000).

8.1. PCR

La técnica de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa fue desarrollada a mediados de los afios
80 por Kary Mullis. Esta técnica se puede considerar como una de las mas utilizadas para la
deteccidn de patégenos (Jiménez, 1998).

La técnica de amplificacion de ADN mediante la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)
es una técnica que consiste en la amplificacion in vitro de un fragmento de ADN especifico y se
basa en la capacidad de la ADN polimerasa, ADN dependiente y termoestable, para copiar una
doble cadena de ADN utilizando un molde de ADN Yy unos iniciadores, es decir, una pareja de
oligonucledtidos. Gracias a una reproduccion un nimero determinado de ciclos alternando
diferentes temperaturas para desnaturalizacion de las proteinas, la union a los iniciadores y la
extension de la cadena de ADN que queremos conseguir, permite la ampliacion enzimatica
millones de veces del molde de ADN (Saiki et al., 1988).

Para llevar a cabo la PCR es necesario disponer del ADN de la especie objeto de estudio.
También se debe disponer de oligonucledtidos que actlen como cebadores para la ADN
polimerasa, ademas de los 4 tipos de desoxirribonucle6tidos trifosfatos (ANTPs) que componen
el ADN. Por ultimo también es necesario la Tag-polimerasa que ha de ser una polimerasa
especial capaz de resistir las elevadas temperaturas a la que vamos a someter. Después, se debe
favorecer la sintesis de ADN. Para ello, lo primero que se hace es facilitar la desnaturalizacion
del ADN, elevando la temperatura durante un determinado tiempo. A continuacién, permitir el
alineamiento de los cebadores, porque el apareamiento debe realizarse con su region
complementaria y, por Gltimo, facilitar que la polimerasa lleve a cabo la sintesis de ADN
utilizando como cebadores los extremos 3" de los primers utilizados. Todo esto constituye un
ciclo. Los tubos de reaccion se introducen en un termociclador.

Para desarrollar una deteccion por PCR, se necesita conocer la secuencia del ADN diana, para
utilizar los iniciadores adecuados. Tedricamente el rendimiento que puede obtenerse en n ciclos
de amplificacién es de 2" veces el nimero de secuencias diana inicialmente presentes. La PCR
es muy sensible por lo que es muy frecuente que aparezcan falsos positivos debido a la posible
contaminacion, aunque sea minima, de acidos nucleicos, que estén presentes en las manos o en
los guantes que estén contaminados anteriormente.

En cuanto a los inconvenientes de la PCR son la necesidad de algun conocimiento previo de las
secuencias que flanquean dicho segmento (que actdan de iniciadores de la reaccion) y las
meticulosas precauciones en las condiciones de la reaccion para evitar las amplificaciones no
deseadas de posibles contaminantes. Por el contrario, las ventajas de la PCR son bastantes ya
que es una técnica sencilla, rapida, sensible y versatil ya que en pocos pasos se puede amplificar
una region de ADN, obteniendo resultados rapidos y fiables. Ademas, requiere poca cantidad de
material de partida y genera material suficiente para analisis posteriores (Jiménez, 1998). La
capacidad de amplificar cantidades muy pequefias de ADN es de especial utilidad para la
deteccion de bacterias presentes en bajo nimero en diferentes muestras de alimentos (Waage et
al., 1999a), agua (Waage et al., 1999) y clinicas (Stone et al., 1994).
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9. OBJETIVOS

La inocuidad de los alimentos es un requisito basico de la calidad de los mismos. La "inocuidad
de los alimentos™ entrafia la ausencia de contaminantes, adulterantes, toxinas que se dan en la
naturaleza y cualquier otra sustancia que pueda hacer nocivo el alimento para la salud con
caracter agudo o cronico, o unos niveles inocuos y aceptables de los mismos (FAO, 1999). Por
lo tanto, la inocuidad de alimentos es una cuestion importante de la Salud Pdblica.

En un contexto mundial, los principales peligros asociados al consumo de moluscos se derivan
de la contaminacién microbioldgica de las aguas donde se crian, sobre todo cuando los
moluscos bivalvos se destinan al consumo en crudo. Dado que son filtradores, los moluscos
concentran contaminantes a un nivel muy superior al de su entorno acuético. La contaminacion
de bacterias y virus en las zonas de cria determina, por tanto, el tratamiento al que deben
someterse. Muchos de estos patdgenos, pueden provocar gastroenteritis, hepatitis vy
toxiinfecciones bacterianas, de aqui la importancia de controlar la inocuidad del alimento (Lee
et al., 2010)

El objetivo de este trabajo es determinar la calidad higiénico-sanitaria y su relacion con la
presencia de microorganismos patdgenos en moluscos bivalvos vivos presentes en el mercado,
cumpliendo una serie de objetivos.

e Realizar un recuento de aerobios mesofilos para valorar el estado sanitario de los
moluscos bivalvos vivos

e Detectar la presencia de patdgenos como Listeria monocytogenes y Salmonella
basandonos en la normativa vigente para moluscos bivalvos vivos

e Estudiar la posible presencia de Arcobacter spp., patdgeno emergente, en este tipo de
muestras

e Detectar E. coli en estos productos y realizar estudios de sensibilidad antimicrobiana de
los aislados obtenidos frente a distintos antibiGticos

e Comparar los métodos tradicionales de deteccién y aislamiento por cultivo con métodos
moleculares basados en la Reaccion en Cadena de la Polimerasa
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10.MATERIAL Y METODOS

10.1. TOMA DE MUESTRAS

Durante un periodo de tiempo de 4 semanas se realizd el muestreo en miércoles para que no
hubiera variabilidad en los andlisis y asegurarnos de la frescura del producto. Se han adquirido
muestras de moluscos en distintos puntos de la ciudad de Valencia: pescaderia A, pescaderia B
y una cooperativa C.

Tabla 8. Alimento, fecha y procedencia de las diferentes muestras

MUESTRA ALIMENTO FECHA LUGAR
1 Almejas 12/02/2014 Cooperativa C
2 Mejillones 12/02/2014 Cooperativa C
3 Mejillones 12/02/2014 Pescaderia B
4 Mejillones 19/02/2014 Pescaderia A
5 Almejas 19/02/2014 Pescaderia A
6 Berberechos 26/02/2014 Pescaderia A
7 Mejillones 05/03/2014 Pescaderia A

Una vez adquiridas las muestras, se llevan al laboratorio en refrigeracion y se mantiene a 4°C
hasta la realizacion del andlisis en el laboratorio.

10.2. ANALISIS DE LA CALIDAD MICROBIOLOGICA EN
BIVALVOS

10.2.1. AEROBIOS MESOFILOS

Para la deteccion e identificacion de microorganismos aerobios mesofilos, se ha seguido la
norma ISO 4833-1:2013. Se pesaron 25 g de muestra y se introdujeron en una bolsa de
stomacher a la que se afiadié 225 mL de caldo de agua de peptona tamponada (APT; Agua de
peptona (tamponada) segun ISO 6579; Merck; ref: 1.07228.0500). Posteriormente se transfirid
1mL del homogeneizado a un tubo de 9 mL de agua estéril, realizandose diluciones decimales
seriadas. Las diluciones elegidas se sembraron en profundidad en medio Plate Count Agar
(Scharlau; ref: 01-161-0500) en condiciones de asepsia. Posteriormente se llevaron a incubar
durante 72 £ 3 h a 30 £1 °C. Después del tiempo destinado a la incubacién se realizé el recuento
de los microorganismos crecidos, considerando las placas cuyo nimero de colonias sea como
méaximo 300 colonias en dos diluciones consecutivas y como minimo 15 colonias en una de las
placas.

Para expresar los resultados, se contaron las placas de dos diluciones y se calcularon los
resultados con la siguiente ecuacion:
2.C

(n,+0,1xn,)xd)

Donde:

>'C: es la suma de las colonias de todas las placas

ni: nUmero de placas que se cuentan en la primera dilucion
n,: numero de placas que se cuentan en la segunda dilucion

En el esquema del anejo 14.1.1, se puede observar el proceso realizado.
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10.2.2. DETECCION DE E. COLI

10.2.2.1. RECUENTO DE ENTEROBACTERIAS LACTOSA POSITIVO
(COLIFORMES) POR EL METODO DEL NUMERO MAS PROBABLE

Para el analisis de Escherichia coli se siguid el procedimiento propuesto por Pascual y Calderén
(2000).

Se pesaron 25 g de la muestra, se mezclaron con 225 mL de APT en una bolsa de stomacher y
se homogeneizaron durante 1 minuto. Después, se pasaron a 3 tubos que contenian verde
brillante (Difco; ref: 274000) con campana Durham. Se realizaron 2 diluciones decimales
seriadas y se llevaron a incubar a 37+1°C durante 48+ 2 h. Tras la incubacién, se consideraron
positivos aquellos tubos que contenian gas. Aquellos que contenian menos de 1/3 gas en la
campana Durham, se descartaron. Se realizd el recuento mediante la técnica del Ndmero Mas
Probable.

10.2.2.2.  AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE E. COLI

Aquellos tubos que contenian gas (por lo menos 2/3 de la campana Durham) se sembraron en
agar TBX (Triptone Bile X-glucuronide; Merck; ref: 1.16122.0500) y se incubaron a 44+ 1°C
durante 24+ 2 h. Las colonias sospechosas, se subcultivaron en TBX en las mismas condiciones
que en la anterior y para confirmar se realiz6 un conjunto de pruebas bioquimicas denominadas
IMViC.

El IMVIC consta de cuatro pruebas: Indol: (Tryptone Peptone; Difco; ref: 0123-17). Rojo de
metilo: (Base for the Performance of the Methyl Red and Voges-Proskauer Tests; Difco; ref:
2163000) Voges-Proskauer: (Base for the Performance of the Methyl Red and Voges-
Proskauer Tests; Difco; ref: 2163000) y Citrato: (Simmons- Citrat-Agar; Merck; ref:
1.02501.0500)

Se incubaron a 37 + 1°C durante 24 + 2 h y, ademas, se introdujo un tubo de indol a 44+ 1°C y
un tubo de verde brillante para comprobar el crecimiento de E. coli.

El perfil del IMVIiC positivo para E. coli es que la prueba del Indol sea positiva, la prueba de
Rojo de Metilo sea positiva, la prueba de VVoges-Proskauer sea negativa y la prueba del citrato
sea también negativa.

Después, en un crioval se introdujo el aislado y se congeld a -80°C hasta su uso para el estudio
de sensibilidad de los antimicrobianos.

En el esquema del anejo 14.1.2, se puede observar el proceso realizado.

10.2.3. DETERMINACION DE LA RESISTENCIA A
ANTIBIOTICOS MEDIANTE EL METODO DE ANTIBIOGRAMA DISCO-
PLACA

Para el estudio de sensibilidad de E. coli, se empled la técnica del antibiograma disco-placa,
basado en la norma CLSI, por ser el método mas utilizado y aceptado para el estudio de la
sensibilidad a antimicrobianos. La concentracion de los antibiéticos utilizados (Oxoid) se
muestra en la siguiente tabla junto con los halos de inhibicién de la segin la norma CLSI que
los clasifica en Resistentes, Intermedios y Sensibles.
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Tabla 9. Antibioticos y didmetro de halo de inhibicién (mm)

DIAMETRO DEL HALO DE INHIBICION (mm)
ANTIMICROBIANO CARGA DEL DISCO( pg)] RESISTENTE | INTERMEDIA | SENSIBLE
Gentamicina (CN) 10 <12 13-14 >15
Amikacina (AK) 30 <14 15-16 >17
Amoxicilina /ac. Clavulanico (AMC 20 <13 14-17 >18
Erytromicina ( E) 15 <13 14-22 >23
Ampicilina (AMP) 10 <13 14-16 >17
Cloranfenicol (C) 30 <12 13-17 >18
Cefalotina (KF) 30 <14 15-17 >18
Ciprofloxacino (CIP) 5 <15 16-20 >21
Ceftriaxona (CRO) 30 <13 14-20 >21
Tetraciclina (TE) 30 <14 15-18 >19
Ac. Nalidixico (NAL) 30 <13 14-18 >19
Kanamicina (K) 30 <13 14-17 >18

El estudio de sensibilidad se fundamenta en depositar los discos de papel secante humedecidos
con los antibidticos seleccionados en la superficie de agar de una placa que ha sido previamente
inoculada con el microorganismo. Una vez hayamos colocado el disco en la superficie del agar,
el filtro va a absorber agua y el antibiotico se difunde de forma radial a través del espesor del
agar formando un gradiente de concentracion.

Se debe utilizar cepas de referencia debido al gran nimero de variedades y que pueden afectar a
los resultados. El CLSI ha establecido unos limites en los diametros de las zonas de inhibicion
gue son aceptables como control de calidad para la cepa ATCC 25922.

A partir de un cultivo de 18 a 24 horas en PCA, se seleccionaron dos colonias con un asa y se
ajusto el indculo a una turbidez equivalente al 0,5 de la escala de MacFarland 0,5 en suero
fisioldgico. Se introdujo una torunda en la suspension y se sembrd una placa con el medio
Mueller Hinton Il Agar (Difco; ref: 211438). Luego se colocaron los discos de los antibi6ticos.
Las placas se dejaron secar unos minutos antes de invertirlas y, posteriormente se incubaron a
35°C en aerobiosis. Se incub6 durante 16-18h.

Posteriormente se procedio a leer el diametro de las zonas de completa inhibicién con un pie de
rey o una regla. Una vez medido el didmetro del halo, nuestro aislado de E. coli serd resistente
(R), intermedio (1) o sensible (S) a los antibidticos descritos anteriormente.

10.2.4. RECUENTO DE LISTERIA monocytogenes

Se ha seguido el método horizontal para el recuento de Listeria monocytogenes basado en la
norma ISO 11290-2. Las muestras se sometieron a una etapa de pre-enriquecimiento, pesando
25 g de muestra que se introdujeron en una bolsa de stomacher a la que se le afiadi6 225 mL de
APT (Peptonwaser (gepvffert); nach ISO 6579; Merck; ref: 1.07228.0500) y, posteriormente, se
homogenizdé. A continuacion, se realizaron diluciones decimales seriadas a partir del
homogenizado. Las diluciones se sembraron en superficie dos placas de Agar PALCAM base
(Scharlau; ref: 01-470; sumplemento ref: 06-110case), afiadiendo 0,1 mL y posteriormente se
incubaron a 37 + 1°C durante 24 £2 h (+ 18 h — 24 h si fuera necesario).

Después del periodo de incubacion se realizd un recuento en placa y se seleccionaron aquellas
placas con menos de 150 colonias caracteristicas. Para aquellas colonias sospechosas, se realizo
el recuento también en el medio Chromogenic Listeria Agar (ISO) base (ALOA; Oxoid; ref:
CM 1084). Se incubd a 37 + 1°C durante 24 +2 h (+ 18 h — 24 h si fuera necesario). Las colonias
sospechosas fueron de color azul verdoso.

Para la confirmacién de las colonias sospechosas se realizo la Tincion Gram y la prueba de la
investigacion de la hemdlisis y, posteriormente, la tira API Listeria (Biomerux; ref: 10 300).

En el esquema del anejo 14.1.3, se puede observar el proceso realizado.
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10.2.5. DETECCION E IDENTIFICACION DE SALMONELLA

10.25.1. DETECCION E IDENTIFICACION DE SALMONELLA
MEDIANTE LA NORMA 1SO 6579

Se ha seguido el método horizontal para la deteccion de Salmonella spp de la Norma ISO
6579:2002. Se tomaron 25 g de muestra y se introdujeron en una bolsa de stomacher con 225
mL de caldo agua de peptona tamponada (APT) (Difco; ref: 0123-17). Se homogeniz6 en
stomacher y se incub6 durante 18-24+2 h a 37 + 1 °C. Se cogieron alicuotas del homogenizado
para la posterior deteccion por métodos moleculares.

Una vez transcurrido este tiempo, se afiadié 0,1mL de la bolsa de stomacher en un tubo con 10
mL de Rappaport Vassiliadis R10 broth (RVS) (Difco; ref: 218581) que se incub6 a 42 + 1°C
durante 24 + 2 h; y 1 mL de la bolsa de stomacher en un tubo con 10 mL de Tetrarionate Broth
base (MKTTn) (Scharlau; ref: 02-033; suplemento solucién yodo-yodurada con ref: 06-
017case), incubandose durante 24 + 2 h a 37 £ 1°C. Se cogieron alicuotas del caldo de RVS para
la posterior deteccién por métodos moleculares.

Tras la incubacion, los tubos de RVS y MKTTn, se sembraron en placa en el medio el medio
Agar xilosa-lisina-desoxicolato (XLD) (Scharlau; ref: 01-211) y Hektoen-Entero-Agar (HK)
(Merck; ref: 1.11681.0500). Se incubaron a 37+ 1°C durante 2442 h.

En el caso de que hubiera una colonia caracteristica de Salmonella, se sembr6 en un agar
nutritivo, en este caso, utilizamos Triple Sugar Iron Agar (TSI) (Merck; ref: 1.03915.0500) y se
incubd a 37+ 1°C durante 24+2 h. Una vez pasado el tiempo, se observaron los tubos y si, el
resultado era caracteristico de Salmonella (medio rojo y ennegrecimiento del tubo), se procedié
a la confirmacion bioquimica o seroldgica mediante una tira APl 20E (Biomerux; ref: 20 100).
Finalmente, se expresaron los resultados.

A continuacién, se muestra el esquema en el anejo 14.1.4, el procedimiento seguido.

10.25.2. METODO MOLECULAR DE DETECCION: PCR PARA
SALMONELLA

Para detectar Salmonella por PCR se ha seguido el protocolo descrito por Aabo et al (1993). Se
han utilizado los n iniciadores: ST11: 5-GCC AAC CAT TGC TAA ATT GGC GCA-3" ST15:
5-GGT AGA AAT TCC CAG CGG GTA CTG G-3, los cuales amplifican un fragmento de
429 pares de bases de ADN cromosomico.

Tabla 10. Condiciones utilizadas en la PCR de Salmonella

Reactivos Concentracion final
Tampodn 1x
dNTPs 0,5mM/cada
MgCl, 1,5mM
Iniciadores 0,4uM/cada
Taq polimerasa 0,75U
ADN 5puL

La PCR se llevé a cabo en un termociclador modelo PTC-100 Peltier Teral Cycler (MT
Research)

Tabla 11. Proceso de amplificacion en la PCR de Salmonella

N° ciclos Temperaturas (°C) Tiempo Reaccion
1 95 10 min Desnaturalizacion
95 30s Desnaturalizacion
35 60 30s Uni6n de iniciadores
72 30s Extension
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‘ 1 ‘ 72 ‘ 10 min | Extension ‘

Los productos de PCR fueron analizados mediante electroforesis en gel de agarosa al 1,2%
(Agarosa, Roche) en tampon TAE al que se afiadié Red Safe al 5%. Los geles se desarrollaron
en una cubeta de electroforesis a 95V durante una hora para poder visualizar la reaccion
mediante un transiluminador modelo Vilber Lournat (Ref: 09 200272) con luz UV.

El tamafio molecular de los amplicones fue confirmado mediante comparacién con el marcador
molecular GeneRuler 100-bp DNA Ladder Plus (MBI, Fermentas, Burlington). Se usé como
control positivo el DNA de la cepa Salmonella CECT 715, y una muestra en la que el DNA se
reemplazaba por agua libre de nucleasas se incluyé como control negativo en todos los ensayos.

10.2.6. DETECCION ARCOBACTER

10.2.6.1. CULTIVO EN PLACA DE ARCOBACTER

Debido a la inexistencia de una norma I1SO para la deteccion y aislamiento de Arcobacter en
muestras de alimentos, se desarrollé un protocolo basandose en el descrito por Collado y
Figueras (2011). Se tomaron 10 g de muestra en una bolsa estéril de stomacher, se afiadieron 90
mL de caldo de Arcobacter Broth (Oxoid; ref: CM 0965) y se homogeniz6 en un
homogeneizador stomacher. Del caldo homogenizado, se tomaron alicuotas para el andlisis
directo por PCR. Posteriormente, se tomo una alicuota de 20 mL del caldo homogeneizado y se
afiadié a 20 mL de AB-2 [CAT] (Arcobacter Broth con doble concentracion de antibi6tico
CAT) (Cefoperazona, anfotericina-B y teicoplanina) y se incub6 a 37+ 1 °C en microaerofilia,
durante 48+2 h. Después de la fase de enriquecimiento, se tomaron alicuotas para el anélisis
directo de la presencia del género Arcobacter por medio de la técnica PCR.

Del enriquecimiento, se tomaron 0,1 mL que fueron depositados sobre un filtro de membrana
estéril de 0,45um colocado previamente en condiciones estériles sobre una placa de medio de
cultivo ASO (5% de sangre de oveja; Sheep Blood Defibrina Ted; Thermo cientific; ref: SR
0051C) 0’1 mL. El filtro se incubd durante 1 h en condiciones de aerobiosis y, después, el filtro
fue retirado. Las placas se incubaron a 37+ 1°C en microaerofilia durante 48+2 h.

Tras la incubacion de las placas, se seleccionaron de 4 a 8 colonias por placa con morfologia
tipica de Arcobacter spp. Posteriormente, se resembraron para obtener un cultivo masivo a
partir de cada una de ellas, y tras un periodo de incubacion en microaerofilia durante 48+2 h a
37+ 1°C, se realizd una tincion Gram, y todas las colonias sospechosas de pertenecer al género
Arcobacter fueron conservadas en crioviales a -80°C.

De las alicuotas tomadas durante el proceso, y de los aislados obtenidos por cultivo, se realiz6
una extraccion de DNA usando un kit comercial GenElute Bacterial Genomic DNA kit (Sigma),
para detectar Arcobacter spp. mediante analisis por PCR.

En el esquema del anejo 14.1.5, se puede observar el proceso realizado.

10.2.6.2. METODO MOLECULAR DE DETECCION E IDENTIFICACION: PCR
DE ARCOBACTER

Para la deteccion de Arcobacter por PCR se utilizaron los iniciadores ARCO 1 y ARCO 2.
Estos iniciadores amplificaran un fragmento 331 pb del gen 23S ARNr (Bastyns et al., 1995).
La reaccion de amplificacion se llevd a cabo en un volumen final de 50 puL de mezcla,
conteniendo 5 pL de ADN de la muestra y del aislado. Se us6 como control positivo el DNA de
la cepa A. butzleri DSM 8739, y una muestra en la que el DNA se reemplazé por agua libre de
nucleasas como control negativo.

Tabla 12. Condiciones utilizadas en la PCR de Arcobacter

Reactivos Concentracion final
Tampoén 1x
dNTPs 100pM/cada
MgCl, 2mM
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Iniciadores

0’5uM/cada

Taq polimerasa

2’50

El proceso de amplificacion se llevd a cabo en un termociclador modelo Eppendorf AG,
siguiendo los ciclos y los tiempos y temperaturas que se describen a continuacion:

Tabla 13. Proceso de amplificacion en la PCR de Arcobacter

N° de ciclos Temperaturas (°C) Tiempo Fases
1 94 5 min Desnaturalizacién
94 1 min Desnaturalizacion
27 61 1 min Unidn de iniciadores
72 1 min Extension
1 72 5 min Extension

Los productos de PCR fueron analizados mediante electroforesis en gel de agarosa al 1,2%

(Agarosa, Roche; ref: 0357 3788001) en tampén TAE al

con Red Safe al

5%.
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11. RESULTADOS Y DISCUSION

11.1. MICROORGANISMOS AEROBIOS MESOFILOS

Para valorar el estado sanitario de las muestras de moluscos bivalvos, se realizdé un recuento de
microorganismos aerobios mesofilos mediante el método horizontal para el recuento de
microorganismos (UNE-EN 1SO 4833-1:2013). Los valores obtenidos se muestran en la
siguiente tabla 14, destacando en la mayoria de las muestras recuentos del orden de 10* y s6lo
en la muestra 3, procedente de mejillones, un valor del orden de 10° UFC/g.

Tabla 14. Recuentos de mesofilos aerobios en muestras de moluscos bivalvos vivos

MUESTRAS MERCADO TIPO ALIMENTO AEROBIOS MESOFILOS UFCl/g
1 Cooperativa C Almejas 2,1.10*
2 Cooperativa C Mejillones 5,6-10%
3 Pescaderfa B Mejillones 2,3-10°
4 Pescaderia A Mejillones 6,4-10*

Aunque en la legislacion espafiola no se establecen unos limites para el recuento de aerobios
mesofilos en este tipo de muestras, cabe destacar que la muestra 3 procedente de mejillones esta
ligeramente mas contaminada respecto al resto de muestras. Esta muestra proviene de la
pescaderia B en la que s6lo se ha realizado un muestreo, por lo que no se puede comparar con
otra muestra de la misma pescaderia. Cann (1977) estableci6 un limite para estos
microorganismos, asegurando que la microbiota total de moluscos era muy variable y, por tanto,
el limite era muy amplio, con valores de 10% a 10® /cm® (20°C) para ostras, almejas, berberechos
y mejillones. Los valores obtenidos en las muestras estudiadas resultan aceptables dentro de los
limites establecidos por Cann, esto puede deberse a que al analizarse los miércoles, las muestras
eran muy frescas.

Los distintos mercados estudiados cumplen los limites establecidos por Cann ya que los
resultados de las muestras entran entre los limites;

11.2. LISTERIA monocytogenes

A partir de las muestras analizadas se realizo el recuento de Listeria monocytogenes basado en
la norma ISO 11290-2. De las 4 muestras analizadas, en una de ellas (n® 4), no se observo
ninguna colonia tipica de Listeria spp. por lo que se consider6é que este alimento contenia una
cantidad inferior a 100 UFC/mL para Listeria monocytogenes.

En las muestras 1, 2 y 3, si se observaron colonias tipicas del género Listeria y se realizd la
tincion Gram. Para las muestras 1 y 2 se procedio a identificar mediante tira API Listeria las
colonias sospechosas. En la muestra 3 se realiz6 también un cultivo en agar ALOA de una
colonia sospechosa, para observar si habia crecimiento tipico de Listeria spp. Ademas, se
realiz la prueba de la hemdlisis y tincion Gram. La utilizacion de la tira API, no resulto
concluyente debido a que el resultado de ésta fue un perfil inaceptable de L. grayi. En la figura 8
se puede observar el resultado de la tincion Gram.

En ninguna de las tiras API, se identifico Listeria spp., por lo que se considerd que las muestras
1, 2 y 3 contenian una cantidad de L. monocytogenes inferior a 100 UFC/mL, cumpliendo asi
con los criterios microbiol6gicos descritos para moluscos bivalvos vivos en la legislacion. Estas
tres muestras corresponden a almejas y mejillones de tres mercados diferentes. Se puede decir
que los tres mercados, cumplen con la legislacion, considerando los productos puestos a la venta
como aptos para el consumo.
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Tabla 15. Recuento de cultivo de Listeria monocytogenes

N° MUESTRA TIPO ALIMENTO AISLADO RECUENTO CULTIVO
1 Almejas 2 colonias (1 placa) <100 u.f.c/g
2 Mejillones 2 colonias (1 placa) <100 u.f.c/g
3 Mejillones 2 colonias (2 placas) <100 u.f.c/g
4 Mejillones Ninguno <100 u.f.c/g

A
12V FULE oy

SR -

S Figura 9. Resultado Tira APl LISTERIA

Figura 8. Tincion Gram. Se observa de la muestra 1.

bacilos cortos, Gram-positivos y con
extremos redondeados. Se puede presentar
aislado, en parejas, cadenas cortas o0
agrupado en 'V

11.3. E. COLIY COLIFORMES TOTALES

Se analiz6 la cantidad de coliformes totales mediante el NMP. Los resultados obtenidos son
aceptables, ya que cumplen la legislacion espafiola para moluscos bivalvos vivos, siendo este
limite de 230NMP/100g.

Tabla 16. Recuento de coliformes totales mediante el NMP

1/1000
1 Almejas 2 0 0 9-10*
2 Mejillones 3 2 0 9,3-102
3 Mejillones 0 0 0 0
4 Mejillones 3 1 0 4,3.10?

Se analiz6 también la presencia de E. coli en cuatro muestras de moluscos bivalvos vivos a
partir de los tubos positivos del recuento del NMP. Unicamente se identifico un aislado,
procedente de la muestra 2 como perteneciente a la especie E. coli. Este resultado no coincide
con Gonzalez et al (2009) y Mufioz et al (2008) que si sobrepasaron los limites de E. coli en 25
g de muestra de moluscos bivalvos vivos. En el caso de Gonzalez et al (2009), excedieron los
valores permitidos con el 33,33% de las muestras analizadas para E. coli. Para coliformes
totales no hubo crecimiento. En cambio, en el caso de Mufioz et al (2008), sobrepasaron los
criterios microbioldgicos en un 25% con respecto a E. coli.

Comparando con la legislacion, los resultados obtenidos nos indicaron que se encontraban
dentro de los limites establecidos, considerando en todos los casos las muestras aptas para su
consumo.
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Tabla 17. Deteccion e identificacion de E. coli

TBX TBX SUBCULTIVADO | M Vi C

Almejas (-)
2(+), 1(-
2 Mejillones 3(+) 3(+) 3 3 | 30) )
3 Mejillones (-)
4 Mejillones (-)

11.3.1. SENSIBILIDAD A ANTIBIOTICOS DEL AISLADO

Se determinaron los halos de inhibicion (mm) de los 12 antibi6ticos ensayados frente al aislado
de E. coli, procedente de la muestra 2, por el método del antibiograma disco-placa descrito
anteriormente (10.2.2.2). Ademas, se realiz6 el mismo procedimiento para la cepa de E. coli
CECT 3423 utilizada como control de calidad. Los resultados obtenidos tanto del aislado como
de la cepa se compararon con los estandares del CLSI, tal y como se describe en el apartado
10.2.2.2.

Los resultados se muestran en la tabla 18.

Tabla 18. Resultados sensibilidad a antibioticos del aislado de la muestra 2

DIAMETRO DEL HALO DE INHIBICION (mm)
ANTIMICROBIANO AISLADO E. coli Lectura halos inhibicion

Gentamicina (CN) 11 Resistente
Amikacina (AK) 9 Resistente
Amoxicilina /ac. Clavulanico (AMC) 12,5 Resistente
Erytromicina ( E) 19 Intermedio
Ampicilina (AMP) 19 Sensible

Cloranfenicol (C) 31 Sensible

Cefalotina (KF) 7 Resistente
Ciprofloxacino (CIP) 14 Resistente
Ceftriaxona (CRO) 26,5 Sensible

Tetraciclina (TE) 12 Resistente
Ac. Nalidixico (NAL) 15 Intermedio
Kanamicina (K) 10 Resistente

La cepa estudiada, resultd ser multirresistente a 7 de los 12 antibiéticos estudiados, resultando
su patréon de resistencia: AMC, AK, CN, KF, CIP, TE, K. En los ultimos afios se han
mencionado la presencia de resistencia a antibiéticos en diferentes moluscos, destacando la
importancia de la resistencia a antibiéticos aparecida en los criaderos de marisco como un
reservorio de bacterias resistentes a los diferentes antimicrobianos (Miranda et al., 2013). Van et
al., 2008 observaron resistencias con una mayor frecuencia a tetraciclina, ampicilina, acido
nalidixico y cloranfenicol. En nuestro estudio, la Unica cepa aislada resulto ser sensible ambos
antibioticos, no siendo un resultado representativo debido a la poca informacion que podemos
obtener de un solo aislado.

Cabe destacar la resistencia a dos de los cuatro betalactdmicos utilizados, AMC y KF. Aunque
resultd ser sensible a ceftriaxona, antibiotico con total prohibicién para usos de alimentacion
animal desde el 1 de Enero del 2006 (OMS, 2008).

Un hecho destacable es la resistencia a ciprofloxacino, una fluoquinolona no autorizada para el
uso animal en Europa (Balsalobre y Hernandez, 2004), mientras que para el &cido nalidixico el
resultado ha sido intermedio. En bibliografia Hakanen et al (1999) so6lo aparece documentada la
reduccion de la sensibilidad al ciprofloxacino cuando el acido nalidixico es resistente y no al
reveés, como es nuestro caso.
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11.4. SALMONELLA

11.4.1. DETECCION E IDENTIFICACION DE SALMONELLA spp.

Se investigo la presencia de Salmonella spp. en las cuatro muestras de moluscos bivalvos vivos,
siguiendo la norma ISO 6579 para la deteccion e identificacion de esta bacteria.

Tabla 19. Resultados deteccién e identificacién de Salmonella mediante la norma ISO 6579

XLD HK
1 Almejas 0 2 2 ()
2 Mejillones 0 3 3()
3 Mejillones 1 0 )
4 Mejillones 0 1 ) O]

En todas las muestras analizadas aparecieron colonias sospechosas de pertenecer al género
Salmonella. Tras la realizacion de las pruebas bioguimicas para la confirmacion, mediante la
prueba del TSI se descartd la mayoria de colonias sospechosas por no tener perfil caracteristico
de Salmonella (medio rojo y ennegrecimiento del tubo y con gas). Sélo una muestra dio el perfil
caracteristico en TSI y se realizo la tira APl 20E, siendo negativa para Salmonella. Al no
aislarse en ningun caso Salmonella podemos concluir que se cumple la norma microbiolégica la
cual nos indica que debe haber ausencia de Salmonella en 25 g de moluscos bivalvos vivos. Este
resultado no coincide con Gonzalez et al., 2009; Quifiones et al., 2000; Mufioz et al., 2008 en
los que si se ha detectado presencia de Salmonella en 25 g de muestra de moluscos En el caso
de Quifiones et al (2000), detecta en un gran nimero de muestras de almejas, el 11% del género
Salmonella spp.

11.4.2. METODO MOLECULAR MEDIANTE PCR PARA LA DETECCION DE
SALMONELLA

Para la deteccion e identificacion de Salmonella por PCR, se cogieron alicuotas del pre-
enriquecimiento y del caldo RVS. Después de realizar el analisis por el método tradicional,
siendo en todos los casos negativo, como se indica en el punto anterior, se comprobaron los
resultados mediante la técnica molecular de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR),
como se indica en el apartado 10.2.4.2.

En las muestras de moluscos bivalvos vivos analizadas, no aparecié ningun resultado positivo
de Salmonella, como se observa en la figura 11.

429pb

M 1 2 3 4 5 6 7 8 M

Figura 11. Deteccion directa de Salmonella por PCR tras 24 y 48 horas de enriquecimiento. 1, 8
marcador de 100pb. M: Marcador; 1: 1A; 2: 1Ag; 3: 2Aq; 4: 2A4; 5: 3Aq; 6: 3Ay; 7: 4A; 8: 4A;
9: control negativo; 10: control positivo Salmonella CECT 715; M: Marcador.

Nuestros resultados no coinciden con los de otros autores como Kumar et al (2007), el cual
detect6 Salmonella por PCR en 31,6% de las muestras de mejillones, almejas y ostras
estudiadas, mientras que por el método tradicional, en estas mismas muestras sélo se pudieron
cultivar el 21,3% de ellas, siendo la PCR una técnica de deteccion rapida y especifica en
comparacion con el método tradicional y recomendando su uso para evitar falsos negativos.
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11.5. ARCOBACTER

Se analizaron 7 muestras de moluscos bivalvos con el objetivo de detectar la presencia de
bacterias del genero Arcobacter utilizando técnicas de cultivo tradicional en placa y técnicas de
deteccion molecular, concretamente PCR. Los analisis por cultivo se realizan exclusivamente
después del enriquecimiento y finalizan con una identificacion por PCR, mientras que los
andlisis de deteccion directa por PCR se han realizado antes y después de una etapa de
enriquecimiento. La etapa previa de enriquecimiento selectivo consiste en una incubacién en un
medio que favorecera la recuperacion de las células vivas de Arcobacter de las muestras,
seguida de un cultivo en medios sélidos selectivos y un anélisis de ese caldo por PCR.
Finalmente, se realiza la identificacion y caracterizacion de las colonias aisladas, y la deteccion
directa, tanto antes como después de la fase de enriquecimiento.

Dado que no existe ningun procedimiento estandarizado de referencia para el aislamiento y
deteccion de Arcobacter, en este estudio, y después de consultar la bibliografia publicada al
respecto, en este trabajo se desarrollé un protocolo basado en el descrito por Collado y Figueras
(2011).

11.5.1. DETECCION DE ARCOBACTER
11.5.1.1. POR CULTIVO EN PLACA

Del total de las 7 muestras analizadas procedentes de 3 puntos de venta distintos, se obtuvieron
después del enriquecimiento de 48 horas, un total de 16 colonias distintas sospechosas de
pertenecer al género Arcobacter por su morfologia y coloracién en placa, que pertenecian a 4
muestras distintas (1colonia de la muestra 1, 3 colonias en la muestra 2, 4 colonias en la muestra
3 y 8 colonias en la muestra 6). Tras realizar la tincion Gram de las colonias sospechosas,
Unicamente 9 de las 16 colonias estudiadas pudieron ser adscritas a este género en base su
morfologia y coloracion al microscopio, es decir, se trataba de bacilos curvados Gram
negativos. Finalmente se obtuvieron 9 aislados procedentes de 1 muestra de berberechos y 2
muestras de mejillones (2A1, 3A1, 3A3, 6Al, 6A3, 6A4, 6A5, 6A6 y 6A7) pertenecientes al
género Arcobacter, que posteriormente serian confirmados mediante identificacién por PCR.

Tabla 20. Resultados muestras Arcobacter

1 Almejas 1 colonia 1 colonia (-) () ()
.. 1 colonia (+

2 Mejillones 3 colonias 2 colonias((-)) 2AL )
Mejillones 2 colonias 3Al

3 4 colonias +) (+)
2 colonias (-) 3A3

4 Mejillones (-) () ) Q)

5 Almejas ) () @) ©)
6A1
6 colonias 6A3
8 colonias +), 6A4

6 Berberechos sospechosas 2 cc(nlcznias 6A5 ™)
Q] 6A6
6A7

7 Mejillones (-) () ) Q)

La identificacion a nivel de género de las colonias aisladas en medio ASO se establecio
mediante amplificacion por PCR de un fragmento especifico del género Arcobacter de 331pb
del gen 23S ARNr usando los iniciadores ARCO1 y ARCO2. En todos los aislados analizados
se observd la banda caracteristica de 331pb.

A continuacian, se reflejan los resultados obtenidos en la siguiente tabla:
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Tabla 21. Resultados aislados Arcobacter

2 2A1 (+)
3 3A1 (+)
6A1 (+)
6A3 (+)
6 6A5 (+)
6A6 (+)
6A7 (+)

En la figura 12 puede observarse el producto de amplificacién obtenido para algunos de los
aislados identificados.

331pb

M1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 M

Figura 12. Resultados aislados por PCR de Arcobacter; M: Marcador; 1: 2A1; 2: 6A7; 3: 6A5;
4: 6A3; 5: 6A6; 6: 6A1; 7: 3A;; 8: control negativo; 9: control positivo A. butzleri DSM 8739;
10: control positivo A. butzleri DSM 8739; M: Marcador.

Por tanto, mediante la técnica de cultivo en placa pudo detectarse Arcobacter en 3 de las 7
muestras analizadas, es decir, un 42,9% de las mismas. Aunque se han realizado multiples
estudios sobre la prevalencia de Arcobacter en alimentos de origen animal, principalmente leche
cruda, carne de ternera, de cerdo y aves de corral (Collado y Figueras, 2011), son pocos los
estudios realizados sobre la presencia de este género en moluscos bivalvos. En la bibliografia
consultada, los datos obtenidos por otros investigadores son comparables a los obtenidos en este
estudio. En un trabajo realizado sobre la prevalencia de Arcobacter en carnes y mariscos, la
contaminacion por Arcobacter spp. fue de un 41,1 % de muestras de mejillones analizadas con
un método similar al descrito en nuestro trabajo (Collado et al., 2009). En otro estudio
publicado recientemente, en al afio 2012, se obtienen también valores muy similares en
mejillones, del orden del 41% (Levican et al., 2012).

11512. PORPCR

A partir de las alicuotas de 1,5ml tomadas antes y después del enriquecimiento se realizo la
deteccion directa por PCR de Arcobacter. Este método nos proporciona resultados positivos en
un corto periodo de tiempo con los que estudiar la presencia de un posible patégeno en las
muestras analizadas. En 5 de las 7 muestras analizadas se obtuvo la banda caracteristica del
género Arcobacter, es decir, un 71% de las muestras fueron positivas para este microorganismo,
tras la fase de enriquecimiento selectivo. Solo en una de ellas, la muestra 6, fue la posible la
deteccion sin enriquecimiento previo de la muestra. Estas diferencias en los porcentajes de
deteccion obtenidos sin y con enriquecimiento podrian ser debidos a que la combinacion de
PCR con una etapa de enriquecimiento aumenta el nivel de células viables, mientras que las
células muertas y los inhibidores son diluidos (Denis et al., 2001).

A continuacién, los resultados obtenidos se reflejan en la siguiente tabla:
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Tabla 22. Resultados obtenido por PCR de las muestras

1 Almejas 408hh 8
2 Mejillones 408hh ((+))
3 Mejillones 408hh ((+))
4 Mejillones 408hh ((+))
5 Almejas 408hh ((+))
6 Berberechos 408hh E:;
7 Mejillones 408hh 8

En la siguiente figura, se puede observar la identificacion de Arcobacter por PCR
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M 1 2 3 45 6 7 8 9 1011 12 M

Figura 13. Identificacién de Arcobacter por PCR M: Marcador; 1: 3Aq; 2: 3Ay; 3: 4A; 4: 4Aq;
5: 5Ay; 6: 5Ag; 7: 6Aq; 8: 6A;; 9: 7TAg; 10: 7A4; 11: control positivo A. butzleri DSM 8739; 12:
control negativo; M: Marcador.

En nuestro estudio los resultados confirman el elevado nivel de contaminacién en muestras de
moluscos marinos destinadas al consumo humano. Al comparar estos resultados con lo
obtenidos por otros autores, se observan ciertas discrepancias en cuanto a los porcentajes de
deteccion obtenidos. De hecho, en un trabajo publicado en 2011, en el que se estudiaron
distintas muestras de moluscos, los valores que se obtuvieron de las muestras enriquecidas, no
superaban un 25% de deteccion de Arcobacter spp. (Patyal et al., 2011). Estas diferencias en
cuanto a los niveles de deteccion de Arcobacter, podrian deberse a muchas causas, entre ellas
los diferentes protocolos llevados a cabo por los distintos autores, asi como las distintas
condiciones climatologicas, época del ano, lugar geografico, etc. de los trabajos publicados en
bibliografia (Collado et al., 2009).

El elevado porcentaje de deteccion de Arcobacter en muestras de moluscos marinos de consumo
humano refuerza las opiniones de otros autores que sugieren la importancia del agua como
vehiculo de transmision del mismo (Mansfield y Forsythe, 2000). La presencia de Arcobacter
en aguas no cloradas, tal y como han mostrado los resultados, sugiere que éstas pueden
representar una fuente importante de contaminacion (Rice et al., 1999).

11.5.1.3. COMPARACION ENTRE LOS DOS METODOS

A las 48 horas se obtienen mejores resultados por PCR que por cultivo, lo que demuestra mayor
sensibilidad de la técnica de PCR (Moreno et al., 2003), ya que en las mismas muestras,
después del enriquecimiento, se obtiene un 71% de muestras positivas por PCR frente a tan sélo
un 42,9% de muestras positivas por cultivo. Sin embargo, estas diferencias podrian deberse a
que la técnica de PCR detecta moléculas de DNA, lo que significa que puede detectar células
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muertas (Waage et al., 1999b), o por otro lado es posible que las células, aun estando presentes,
se encuentren dafiadas 0 en concentraciones muy bajas y no sean capaces crecer en medios
solidos de cultivo (Léazaro et al., 1999). Todas las muestras positivas por cultivo resultaron ser
positivas por PCR, es decir, todos los aislados se obtuvieron de muestras, en las que
previamente, tras deteccion directa por PCR, también se obtuvo la banda caracteristica del
género Arcobacter. Y a partir de ninguna de las muestras negativas por PCR, se obtuvieron
aislados pertenecientes al género Arcobacter.
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12.CONCLUSIONES

e La calidad alimentaria de las muestras analizadas de moluscos bivalvos se han
considerado aceptable

e Basandonos en la norma 1SO 11290-2 para el recuento de Listeria monocytogenes, las
muestras han resultado aceptables ya que cumplen el valor de < 100 ufc/ g. recogido en
la legislacion espariola.

e Se ha establecido la ausencia de Salmonella spp, tal como se establece en la legislacion
espafiola en todas las muestras. En ningln caso se detecté Salmonella mediante PCR,
siendo en este caso los resultados de cultivo y moleculares coherentes.

e Las muestras han resultado ser aceptables para coliformes totales mediante el método
del NMP, cumpliendo los limites de los criterios microbioldgicos establecidos en la
legislacién espafiola. Hay que destacar la presencia de E. coli en la muestra 2.

e El estudio de sensibilidad a antibi6ticos de la cepa de E. coli aislada ha mostrado su

caracter multiresistente, siendo resistente a 7 antibidticos de los 12 estudiados,
encontrandose resistencias en todos los grupos de antibiéticos testados excepto el grupo
de los macrélidos. Esto podria suponer un peligro de seguridad alimentaria.

e Arcobacter spp. ha sido detectado por cultivo en un 43% de las muestras analizadas.

e En los analisis realizados para Arcobacter por PCR directa sin enriquecimiento de la
muestra, solo se obtuvieron resultados positivos en una de las muestras, mientras que
tras el enriquecimiento, cinco de las muestras resultaron positivas. Este resultado
confirma la necesidad de un enriquecimiento selectivo previo en medio AB con
suplemento antibidtico CAT, para la deteccion del Arcobacter spp. en este tipo de
muestras.

e Se obtuvieron mas muestras positivas por PCR que por cultivo, lo que indica una mayor
sensibilidad de los analisis realizados por PCR. Esto demuestra la utilidad de la PCR
para la deteccion rapida e inequivoca de Arcobacter spp. en alimentos, siendo la
combinacion de enriquecimiento durante 48 horas en microaerofilia seguida de una
amplificacion por PCR, la que ofrece el mayor numero de resultados positivos.

e Es este trabajo se confirma el elevado nivel de contaminacion por Arcobacter spp. en
muestras de moluscos marinos destinadas al consumo humano, lo que refuerza la
opinién de otros autores que sugieren la importancia del agua como vehiculo de
transmision del mismo.
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Anejos

14. ANEJOS

14.1. PROTOCOLOS DE LOS METODOS

14.1.1. AEROBIOS MESOFILOS

25 g de muestra + 225 mL de
APT (HOMOGENIZADOR)

Diluciones

T T T
- § 0 0 U
Q 0 10 0 10 10
SCUUT T T
O O O O O
o O O O O

Incubar 72+ 3 h h/30+1°C l

[xY
[E=Y

Expresion resultados

Figura 3. Esquema protocolo aerobios mesofilos
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Anejos

14.1.2 DETECCION DE E. COLI

Pre-enriguecimiento:

Enriquecimiento:

25 g de muestra + 225 mL de APT

Verde brillante (diluciones)—> Incubar 37+ 1°C/48+ 2h
Sin gas Con gas
v v
Negativo Sospechoso
Aislamiento:
Incubar 37+ 1°C/24+ 2h @
v R
No colonia azul Con colonia azul
v v
Negativo Sospechosa

Incubar 37+ 1°C/24+ 2h

<D
v

v

No colonia azul Con colonia azul

Identificacion: Negativo Prueba bioquimica IMViC
{
v v v v v v
Indol Verde brillante ‘ ‘ Indol Rojo Metilo Voges-Proskauer Citrato ‘
44 + 1°C/24+ 2h 37+ 1°C/24 + 2h H'ﬁ
AR A Y M Azul || Verd
A TV 3 v ZU erde
Roj Amarill Roj Normal Rojo Normal - y L
Ojf ma{' 0 Oio T | Rojo || Normal + )
: H om0 2aae
- + - Marrén Otro
v v
Resultados E. coli (++--) + )

i
ADN

>

Antibiogramas

Congelar a -80°C

Figura 4. Esquema protocolo E. coli
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14.1.3 RECUENTO DE LISTERIA monocytogenes

Anejos

Pre-enriguecimiento: 25 g de muestra + 225 mL de APT
Enriquecimiento: ; Diluciones
105 v v v v
O 10 103 10 10°

OO0~

O O O
O O O

(2]

OO0z~

Incubar 37+ 1°C/24+2h

Aislamiento: : ¥ - ¥ —
Colonias no grisaceas Colonias grisaceas

v

Negativo Sospechoso

Incubar 37+ 1°C/24+2h @

v v

Colonias azules verdosas No coloracion

v

Sospechosa Negativo

Confirmacion: Pruebas confirmativas

v v v
Tinciéon Gram Investigacién Tira API
hemolisis '
Resultados
; | ‘
Listeria Otra bacteria
v v
Con hemolisis No hemdlisis
Sospechosa Negativo
Tira API
v
Resultados

Figura 5. Esquema protocolo L. monocytogenes
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Pre-enriguecimiento:

14.1.4 DETECCION E IDENTIFICACION DE SALMONELLA MEDIANTE LA NORMA ISO 6579

Incubar 37°C/24+2h

25 g de muestra + 225 mL de
APT (HOMOGENIZADOR)

Anejos

A 4

1’5 x 3 eppendorf

Enriguecimiento:
v
Tubo RVS 0°1 mL
41+ 1°C/24 h
Aislamiento:
v v
XLD HK
Incubar 37+ 1 °C/24+2h
v v v v
Colonia No colonia Colonia No colonia
sospechosa sospechosa sospechosa sospechosa
v v v v
TSI Negativo TSI Negativo
+ - + -
v v
AP120-E | |dentificacion API 20-E

l

Extraccion de
ADN

i

PCR

Incubar 37+ 1 °C/24+2h

A 4

1’5 x 1 eppendorf

v
Tubo MKTTn 1 mL l
37+ 1 9C/24+2 h Extraccion de
ADN
¢ : l
XLD HK PCR
Incypar 37+ 1 °C/24+2h v
v v v v
Colonia No colonia Colonia No colonia
sospechosa sospechosa sospechosa sospechosa
v v v v
TSI Negativo TSI Negativo

¢—+—$

+

v

API 20-E

Figura 6. Esquema protocolo Salmonella

H—¢

+

v

API 20-E
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Anejos

14.1.5 DETECCION ARCOBACTER

10 g de muestra + 90 mL de AB (HOMOGENIZADOR)

v v

20 mL homogeneizado + 20 mL AB+ [2CAT] 1’5 x 3 eppendorf

37+ 1°C/48+2 h/ microaerofilia

\ 4

v Extraccion de
0’1 mL en placa de AB a través del filtro millipore ADN
37+ 1°C/1 h/ aerobiosis 1”5 x 3 eppendorf
v PCR
Seleccionar las colonias y resembrar en ASO l
37+ 1°C/48+2 h/microaerofilia Extraccion de
ADN
v
Tincién Gram 4-8 colonias l
|
v ¥ PCR
Colonia (+) Tinciéon Gram Colonia (-) Tincion Gram
Sembrar 2 placas de Agar ASO v
] - Negativo
37+ 1°C/48+2 h/microaerofilia

¢ !
Extraccion de Conservacion
ADN conaelacion -80°C
PCR Figura 7. Esquema protocolo Arcobacter
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Anejos

14.2INDICE DE ABREVIATURAS

Abreviatura

AB
AB-2
ADN
ALOA
APT
ARCO
ARN
ARNr
ASO
Aw

c

CAT
CE
CLSI
dNTPs
ECDC
EEUU
EFSA
EN
etal
Etc
FAO

HK

ICMSF
IMViC
ISC
ISO

MgCIZ
MKTTn
mM

Nombre completo

Arcobacter Broth

Arcobacter Broth doble concentracion

Acido desoxirribonucleico

Chromogenic Listeria Agar (ISO) base

Agua de peptona tamponada

Arcobacter

Acido ribonucleico

Acido ribonucleico ribosémico

Agar sangre Oveja

Actividad de Agua

namero de unidades de la muestra que pueden dar valores entre my M
Cefoperazona, anfotericina-B y teicoplanina

Comuidad Europea

Clinical and laboratory Standard Institute
Desoxirribonucledtidos trifosfatos

Centro Europeo para la Prevencién y Control de Enfermedades
Estados Unidos

European Food Safety Authority

Norma Europea

“y colaboradores”

Etcétera

Food and Agriculture Organization

Antigeno flagelares

Hektoen-Entero-Agar

Intermedio

International Comision of microbiological specification for foods
Prueba biogquimica: Indol, Rojo de metilo, VVoges-Proskauer y Critrato
Instituto de Salud Carlos 111

Organizacion Internacional de Normalizacion

Antigeno capsulares

valor limite del nimero de bacterias

valor umbral del nimero de bacterias

Cloruro de magnesio

Tetrarionate Broth base

Milimolar
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NaCl
NMP

O,
°C
OMS
Pb
PCA
PCR

Rto
RVS

SIM
TAE
TBX
TSI

UE

UFC

UNE

uv

\%

VIH
VTEC/STEC
XLD

%

o}
MM

Anejos

nimero de unidades que componen la muestra
Cloruro de sodio

NUmero més probable

Antigeno somatico

Oxigeno

Grados Celsius

Organizacion Mundial de la Salud
Pares de bases

Plate Count Agar

Reaccion en Cadena de la Polimerasa
Resistente

Reglamento

Rappaport Vassiliadis R10 broth
Sensible

Sistema de Informacion Microbiol6gica
Tris, acetato y EDTA

Triptone Bile X-glucuronide

Triple Sugar Iron Agar

Unidades

Uni6n Europea

Unidades formadoras de colonias

Una norma Espafiola

Ultravioleta

Voltios

Virus de la inmunodeficiencia humana
Verocitotoxina

Agar xilosa-lisina-desoxicolato
Porcentaje en base 100

Micra

Micromolar
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