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Aislamiento de bacterias resistentes a antibidticos betalactamicos y estudio de los
genes de resistencia presentes en carnes comercializadas en Valencia

Resumen

El uso de los antibidticos se ha incrementado considerablemente a lo largo de los afios,
tanto en su utilizacién en humanos como en animales. Este aumento en su uso esta relacionado
con la aparicién de bacterias resistentes a estos, suponiendo un gran problema para la salud
publica y la seguridad alimentaria. La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) considera la
resistencia a los antimicrobianos como una de las 10 principales amenazas sanitarias globales.

La presencia de genes de resistencia en bacterias patdgenas o indicadoras pueden hacer
gue estos se diseminen entre bacterias del huésped mediante transferencia horizontal
aumentando el riesgo de infecciones por bacterias multirresistentes. Por esta razon, la presencia
de este tipo de bacterias en alimentos como la carne puede acarrear un gran problema al
consumidor.

En este trabajo final de grado se analizaron 30 muestras de carnes de cerdo (14
muestras) y pollo (16 muestras) comercializadas en la ciudad de Valencia con tal de determinar
su papel en la transmision de bacterias resistentes y sus genes.

En primer lugar, se aislaron cepas mediante el uso de medios no selectivos de
resistencia, aislando coliformes, Escherichia coli y sospechosos de género Salmonella. A su vez,
se aislaron bacterias resistentes a antibidticos carbapenémicos y a cefalosporinas de tercera
generacion mediante el uso de medios suplementados con esto antibidticos. Estos aislados
fueron filtrados mediante el uso de pruebas previas bioquimicas para obtener aquellos con las
caracteristicas deseadas: Oxidasa negativa, Catalasa positiva y Tincion de Gram negativa.
Después se realizé la identificacién bioquimica y por secuenciacidn 16S del ARN ribosémico si el
porcentaje de identificacién era por debajo del 90%. Un total de 79 cepas fueron aisladas.

Para finalizar, se estudid para presencia de genes de resistencia a B-lactamicos (blarem,
blasuy y blacwmy,), genes de resistencia a carbapenemes (blaoxa; blaxec; blawe y blavim) y genes de
resistencia frente a quinolonas (Qnr A; Qnr By Qnr S). Un 75,95% de las cepas aisladas presenta
al menos un gen de resistencia y un 39,24% presentan mas de una familia de genes. Solo 3 cepas
presentan genes de todas las familias analizadas.

Destacan principalmente cepas presentes en la lista de patdgenos criticos de OMS
debido a su resistencia a antibidticos carbapenémicos y B-Lactdmicos como Acinetobacter
baumannii 'y Klebsiella pneumoniae.

Este trabajo final de grado esta relacionado principalmente con los siguientes objetivos
de desarrollo sostenible: ODS 2 Hambre cero; ODS 3 Salud y bienestar; ODS 1 Fin de la pobreza;
ODS 12 Produccidn y consumo responsables y ODS 8 Trabajo decente y crecimiento.

Palabras clave: resistencia antibidticos; genes de resistencia; betalactdmicos; carbapenemes;
quinolonas; carnes; PCR; Salmonella; E. coli; Acinetobacter baumanii
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Aillament de bacteris resistents a antibiotics betalactamicos i estudi dels gens de resisténcia
presents en carns comercialitzades a Valéncia

Resum

L'Us dels antibiotics s'ha incrementat considerablement al llarg dels anys, tant en la
seua utilitzacié en humans com en animals. Aquest augment en el seu Us esta relacionat amb
I'aparicid de bacteris resistents a aquests, suposant un gran problema per a la salut publica i la
seguretat alimentaria. L'Organitzacié Mundial de la Salut (OMS) considera la resisténcia als
antimicrobians com una de les 10 principals amenaces sanitaries globals.

La preséncia de gens de resisténcia en bacteris patogens o indicadors poden fer que
aquests es disseminen entre bacteris de I'hoste mitjangant transferencia horitzontal
augmentant el risc d'infeccions per bacteris multiresistents. Per aquesta rad, la preséncia
d'aquesta mena de bacteris en aliments com la carn pot implicar un gran problema al
consumidor.

En aquest treball final de grau es van analitzar 30 mostres de carns de porc (14
mostres) i pollastre (16 mostres) comercialitzades a la ciutat de Valéncia amb la condicio de
determinar el seu paper en la transmissio de bacteris resistents i els seus gens.

En primer lloc, es van aillar ceps mitjancant I'is de mitjans no selectius de resisténcia,
aillant coliformes, Escherichia coli i sospitosos de génere Salmonel-la. Al seu torn, es van aillar
bacteris resistents a antibiotics carbapenémicos i a cefalosporinas de tercera generacio
mitjangant I'Us de mitjans suplementats amb aix0 antibiotics. Aquests aillats van ser filtrats
mitjancant |'Us de proves prévies bioquimiques per a obtindre aquells amb les caracteristiques
desitjades: Oxidasa negativa, Catalasa positiva i Tincié de Gram negativa. Després es va
realitzar la identificacié bioquimica i per seqlienciacid 16S de I'ARN ribosomic si el percentatge
d'identificacid era per davall del 90%. Un total de 79 ceps van ser aillades.

Per a finalitzar, es va estudiar per a preséncia de gens de resisténcia a B-lactamicos
(blaten; blasyy i blacuyz), gens de resisténcia a carbapenemes (blaoxa; blakec; blamei blayiv) i gens
de resisténcia enfront de quinolonas (Qnr A; Qnr B i Qnr S). Un 75,95% dels ceps aillats
presenta almenys un gen de resisténcia i un 39,24% presenten més d'una familia de gens.
Només 3 ceps presenten gens de totes les families analitzades.

Destaquen principalment ceps presents en la llista de patogens critics d'OMS a causa
de la seua resistencia a antibiotics carbapenémicos i -Lactamicos com Acinetobacter
baumannii i Klebsiella pneumoniae.

Aquest treball final de grau esta relacionat principalment amb els segiients objectius
de desenvolupament sostenible: ODS 2 Fam zero; ODS 3 Salut i benestar; ODS 1 Fide la
pobresa; ODS 12 Produccié i consum responsables i ODS 8 Treball decent i creixement.

Paraules clau: resistencia antibiotics; gens de resisténcia; betalactamicos; carbapenemes;
quinolonas; carns; PCR; Salmonella; E. coli; Acinetobacter baumannii



Isolation of bacteria resistant to beta-lactam antibiotics and study of resistance genes
present in meats marketed in Valencia.

Abstract

The use of antibiotics has increased considerably over the years, both in humans and
animals. This increase in their use is related to the emergence of antibiotic-resistant bacteria,
which is a major problem for public health and food safety. The World Health Organization
(WHO) considers antimicrobial resistance as one of the top 10 global health threats.

The presence of resistance genes in pathogenic or indicator bacteria can cause them to
spread among host bacteria through horizontal transfer, increasing the risk of infections by
multidrug-resistant bacteria. For this reason, the presence of this type of bacteria in foods such
as meat can be a great problem for the consumer.

In this final degree work, 30 samples of pork (14 samples) and chicken (16 samples)
commercialized in the city of Valencia were analyzed in order to determine their role in the
transmission of resistant bacteria and their genes.

First, strains were isolated using non-selective resistance media, isolating coliforms,
Escherichia coli and Salmonella suspects. In turn, bacteria resistant to carbapenem antibiotics
and third generation cephalosporins were isolated using media supplemented with these
antibiotics. These isolates were filtered by using biochemical pretests to obtain those with the
desired characteristics: Oxidase negative, Catalase positive and Gram stain negative.
Biochemical identification and 16S ribosomal RNA sequencing were then performed if the
identification rate was below 90%. A total of 79 strains were isolated.

Finally, we studied the presence of B-lactam resistance genes (blarem; blasyy and
blacuy2), carbapenem resistance genes (blaoxa; blakec; blame and blavim) and quinolone
resistance genes (Qnr A; Qnr B and Qnr S). A total of 75.95% of the isolated strains present at
least one resistance gene and 39.24% present more than one gene family. Only 3 strains
present genes from all the families analyzed.

Strains present in the WHO list of critical pathogens due to their resistance to
carbapenem antibiotics and B-Lactams such as Acinetobacter baumannii and Klebsiella
pneumoniae stand out.

This final degree work is mainly related to the following sustainable development
goals: SDG 2 Zero hunger; SDG 3 Health and well-being; SDG 1 End poverty; SDG 12
Responsible production and consumption and SDG 8 Decent work and growth.

Keywords: antibiotic resistance; resistance genes; beta-lactams; carbapenems; quinolones;
meats; PCR; Salmonella; E. coli; Acinetobacter baumanii.
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1. Introduccion

El consumo de carne en Espafia presenta una serie de variaciones con respecto al de
Europa dependiendo del animal de procedencia. Centrdndonos en la consumicidn de carne de
cerdo y pollo en el afio 2021, sobre las cuales se realiza este estudio, en Espafia se consumen
anualmente 9,64 kg y 55,20 kg per cdpita respectivamente (MAPA, 2022). Mientras que el
consumo medio en la Unidn Europea se sitla en 32,5 kg per capita para el cerdo y 23,5 kg per
capita para el pollo (Directorate-General for Agriculture and Rural Development, 2021). De lo
gue se deduce que los espafioles consumen mds carne procedente de aves que la media
europea, y un consumo menor de carne de cerdo que la media europea.

La evolucion del consumo de carne a lo largo de los afios (Figura 1) demuestra que hay
un ascenso en el consumo de pollo tanto total como por persona mientras que para la carne de
cerdo estas medidas se mantienen mas constantes. Lo cual concuerda con la previsién para el
consumo de carnes generado por la UE desde 2021 a 2031 en el que se aprecia un aumento del
consumo de carne de ave y una ligera disminucidn de la carne de cerdo (Directorate-General for
Agriculture and Rural Development, 2021).
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Figura 1. Consumo de carne de ave y cerdo desde el 2006 al 2021. A) Cantidad consumida total (miles de unidades)
y B) Cantidad consumida media por persona. Fuente: Instituto Nacional de Estadistica (INE)

Este consumo carnico lleva consigo asociado la aparicion de brotes de infecciones
bacterianas debido a la contaminacién con bacterias patdgenas, generalmente zoondticas. No
es extrafio encontrarse noticias de brotes de Salmonella en los periédicos como el asociado con
el consumo de hamburguesas de pollo en dos residencias de ancianos en Madrid afectando a 14
individuos (Medina, 2021). Otro caso muy conocido es el de los pollos contaminados con
Salmonella producidos en Lominchar (Toledo) por el Grupo Sada que afectaron a cerca de 3000
personas en todas las comunidades auténomas, excepto Melilla y Canarias. 300 de ellas tuvieron
que ser hospitalizadas y hubo un fallecido en Valencia (Europa Press, 2011). Estos casos se
repiten anualmente en Espafia y esta problemdtica ya existente solo puede empeorar debido a
la aparicion de bacterias patdgenas resistentes a antibidticos.

1.1. Importancia de la resistencia antibiotica.

El descubrimiento y comercializacién de los antibidticos supuso una revolucién en el
campo de la medicina convirtiéndose en uno de los compuestos mas utilizados en muchos
ambitos como el tratamiento de infeccidn, procesos postquirurgicos, trasplantes... Sin embargo,
la presencia cada vez mas extendidas de resistencias a estos farmacos supone una verdadera
amenaza, es por ello que la Organizacién Mundial de la Salud (WHO) ha categorizado las
resistencias antimicrobianas como una de las tres amenazas mas importantes para la salud
publica del siglo XXI (Munita & Arias, 2016).



La aparicidn de las resistencias es un proceso natural pero debido al mal uso de los
antibidticos tanto en humanos como en animales y la presidn antibidtica que esto genera, este
proceso se esta acelerando. Lo cual supone un incremento en la dificultad de tratar ciertas
enfermedades como neumonia o tuberculosis debido a la pérdida de efectividad de los
antibiéticos (World Health Organization, 2020). Las infecciones causadas por esta clase de
patdgenos suponen un aumento en la mortalidad. Cada aifo en Europa mueren 33.000 personas
a causa de infecciones por bacterias resistentes (Ministerio de Sanidad - Gabinete de Prensa -
Notas de Prensa, s. f.).

La presencia de bacterias resistentes no deja de extenderse por el planeta aumentando
el riesgo de este problema. Se ha descubierto la presencia de cepas resistentes de Escherichia
coli en heces de pingliinos en el polo sur, asi como la presencia de estas en el agua marina de la
misma zona (Hernandez & Gonzalez-Acufia, 2016). Este hecho solo se trata de uno de los muchos
casos en los que ocurre, como la aparicién de cepas resistentes de E. coli aisladas en muestras
fecales del murciélago de la fruta en Australia (McDougall et al., 2021). La aparicidn de estos
microorganismos resistentes es debido a causa antropogénica, por lo que se puede decir que
los humanos estamos esparciendo las resistencias antibidticas por todo el mundo llegando
incluso a ecosistemas apenas habitados por humanos y a los animales salvajes (Hernandez &
Gonzalez-Acuiia, 2016).

1.2. Administracion de antibidticos al ganado y la aparicion de bacterias
resistentes.

Los farmacos que son suministrados a los animales de granja han ido variando a lo largo
de los afios debido a diferentes razones. A lo largo del siglo pasado los animales eran tratados
con antibidticos como la penicilina para tratar la mastitis, pero el principal problema aparecio
cuando se empezaron a emplear antibidticos, como la estreptomicina o clortetraciclina, como
promotores del crecimiento, para aumentar el crecimiento de los pollos (Xiong et al., 2018).
Actualmente, el uso de estos farmacos esta restringido, prohibiendo su uso en animales con el
propdsito de promover el crecimiento e incrementar el rendimiento de la explotacidn ganadera.
Prohibiendo también su uso rutinario para compensar las malas condiciones de higiene (UE.,
2019). El consumo de la explotacién por encima de un 5% es sancionado (RD 992/2022, 2022).
Esta regulacion se tuvo que acometer debido a que no solo aquellos animales que padecian
ciertas enfermedades eran tratados, sino que todos lo eran para prevenir que se contagiasen y
asi evitar pérdidas en su produccion. Asimismo, su administracidn para promover el crecimiento
se hacia a una concentracion denominada sub-terapéutica. Este mal uso prolongado estd
relacionado con un incremento en la aparicién de genes resistentes en las bacterias pudiendo
ser transmitidos a seres humanos y al medio ambiente ya que los alimentos de origen animal
pueden actuar como vectores de transferencia (Gonzalez et al., 2019).

Existe una correlacién entre esta administracion de antibidticos con la aparicién de
resistencias a los mismos, incluso el uso responsable de antibidticos para tratar animales
enfermos puede suponer la aparicion de estas resistencias (Bywater 2004). Apoyando esta
correlacién existen numerosos estudios. Roth et al. (2019) realizd un analisis comparando la
resistencia de cepas de E. coli aisladas de aves de corral a lo largo del globo mediante el uso de
en diversos estudios realizados en estos paises, datos a los que accedieron mediante el uso de
diversas organizacion de ambito nacional en cada pais, incluyendo los mayores productores de
esta clase de productos en Europa siendo estos Espafia (Red de Vigilancia de Resistencias
Antibidticos en Bacterias de Origen Veterinario (VAV)), Alemania (Federal Office of Consumer
Protection and Food Safety), Reino Unido (Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria y Centro
Europeo para la prevencién y control de las enfermedades), Polonia (Wasyl et al., 2013;
European Food Safety Authority and European Centre for Disease Prevention and Control, 2015,
2016) y Francia (French Agency for Veterinary Medicinal Products (ANSES-ANMV)), asi como



otros paises como Estados Unidos (National Antibiotic Resistance Monitoring System (NARMS),
China (Chen et al., 2014; Song et al., 2010) y Brasil (Cardoso et al. (2002), Barros et al. (2012),
Bezerra et al. (2016), Pessanha and Filho (2001), Stella et al. (2013), and Korb et al. (2015). El uso
de antibidticos para engorde lleva prohibido en Europa desde 2006 (European Comission, 2005)
y en EE. UU. desde 2017 (AccessScience Editors, 2017), mientras que en China y Brasil su uso
sigue permitido. Los resultados de este analisis estan condicionados a la cantidad de datos de
cada pais, siendo menor en Brasil debido al menor nimero de estudios que se realizan sobre el
tema. Pero observando los resultados, en la mayoria de ellos se puede observar un aumento de
la resistencia media para aquellos paises con menor regulacién. El bloque con una mayor
diferencia son las resistencias del dcido nalidixico y quinolonas, mientras que las medias de
todos los paises estan mas igualadas en el consumo de ciprofloxacino y fluoroquinolonas. En
otro estudio realizado en Espafia (Jiménez-Belenguer et al., 2016) no solo se estudia el efecto
de la administracién de amoxicilina durante el crecimiento de pollos de engorde sino también
la presencia de resistencias antibidticas incluso en pollos recién nacidos debido a la transferencia
vertical desde la madre. Para comprobar esto, se aislaron cepas E. coli de la cloaca de los
animales. En pollos de un dia de edad sin administracién de antibidticos y se detectaron
resistencias en 14 de las 22 cepas de E. coli aisladas. A lo largo del crecimiento se crearon 4
grupos, con 3 tratamientos de amoxicilina y un grupo control. En las cepas aisladas de los grupos
tratados no se encontraron diferencias significativas, pero si en comparacién con el grupo
control aumentando estas resistencias ya presentes.

Debido a esta correlacién en la aparicidon de problemas globales de salud se empez6 a
utilizar el término One Health. Este término es un enfoque en el que se reconoce la estrecha
relacion entre humanos, animales y el medio ambiente, recalcando entre otras cosas en la
relacidn sobre la salud de estos (One Health Technical Advisory Group, 2022). En este enfoque
colaborativo insta a acabar con el mal uso de los antimicrobianos regulando su preinscripcion,
asi como mejorando las condiciones de higiene y el control de las infecciones, acentuando lo
necesario que es sacar adelante leyes que regulen su uso. Este proyecto tiene un punto de mira
muy critico sobre la utilizacién de antibidticos en la ganaderia sobre todo en aquellos casos en
los que se utiliza para aumentar su crecimiento y no para tratar enfermedades y al igual que la
WHO insiste en su cese de uso para este propdsito, asi como solo administrarse a aquellos
animales enfermos y no a los que estén sanos de las mismas instalaciones (McEwen & Collignon,
2018).

1.3. Clasificacion de antibidticos segiin su mecanismo de accion.

Inhibidores de la sintesis de la pared bacteriana

La pared celular de las bacterias estd compuesta por peptidoglicano que es un
heteropolimero formado por largas cadenas de azlcares. Este es esencial para la pared celular
ya que confiere estabilidad y rigidez. Para su sintesis se entrecruzan hebras de glicano mediante
la accién de las transpeptidasas (Lima et al., 2020).

B-Lactdmicos. Se trata de un grupo de antibidticos cuyo punto en comun es la presencia
de un anillo betalactdmico. Estos actian en el Gltimo paso de la sintesis de los peptidoglucanos
de la pared celular bacteriana (Eyler & Shvets, 2019). Esta clase de antibidticos inhibe a las
proteinas de unidn a la penicilina que son una clase de transpeptidasas. Esta inhibicidn esta
basada en las similitudes a nivel estructural, geométrico y estereoquimico entre el sustrato de
estas enzimas, D-ALA-D-ALA vy el anillo betalactdmico (Lima et al.,, 2020). Este grupo de
antibidticos incluye a las penicilinas, cefalosporinas, carbapenémicos y a los monobactamicos.

Glicopéptidos. Se tratan de antibidticos derivados de actinomicetos que poseen en su
composicion triciclicos o tetraciclica de péptidos como nucleo, normalmente estando estos
glicosilados y con la posibilidad de incluir una cadena de acidos grasos (Butler et al, 2014). Estos
se unen a la fraccién terminal de acil-D-alanil-D-alanina del precursor del peptidoglicano
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inhibiendo su unién a las proteinas de unién a la penicilina bloqueando de esta manera la sintesis
de proteoglicano (Parenti ,1998). Algunos ejemplos de este tipo de antibiéticos son la
vancomicina (el primero en ser aprobado), la teicoplanina, la telavancina y la oritavancina
(Acharya et al., 2022).

Inhibidores de la sintesis de proteinas

La traduccion o sintesis de las proteinas en las bacterias es catalizada por el ribosoma
70S. Este ribosoma estd compuesto de dos subunidades 30S y 50S, los antibidticos que inhiben
la sintesis de proteinas van a tener como diana terapéutica estas subunidades (Kapoor et al.,
2017).

Inhibidores de la subunidad 30S. Los aminoglucésidos son los mdas destacados de este
grupo. Su mecanismo de accidn consiste en la unién al sitio A estabilizando lo cual provoca que
se una un ARNt incorrecto lo cual conlleva una sintesis incorrecta de las proteinas (Becker &
Cooper, 2013).

Inhibidores de la subunidad 50S. Se distinguen tres tipos, cloranfenicol, macrélidos y
oxazolidinonas, todos ellos se unen al ARN 23S, lo cual, debido a distintos motivos, como la
inhibicidon de la unién del ARN de transferencia o la inhibicién de formar el ribosoma 70S,
provocan la inhibicidn de la sintesis de las proteinas. (Kapoor et al., 2017).

Inhibidores de la replicacion del ADN

Quinolonas. Se tratan de antibidticos sintéticos de amplio espectro que fueron
obtenidos a partir de la sintesis de cloroquina. El acido nalidixico fue el primero de estos
farmacos en ser comercializado en 1962 (Naeem et al., 2016). Estos antibidticos inhiben a la
ADN girasa encargada de prevenir los superenrollamientos positivos que inhiben la replicacién
y transcripcidn. Para poder prevenirlos, provoca roturas en la doble hebra de ADN con su
subunidad A y genera superenrollamientos negativos con la subunidad B, por ultimo, vuelve a
unir las hembras de nuevo con la subunidad A. Las quinolonas se unen a esta subunidad A
inhibiendo su accidn. Estos antibidticos son especialmente efectivos contra bacterias Gram
positivas ya que tienen gran afinidad por la topoisomerasa IV encargada de esta funcién (Kapoor
et al., 2017).

Inhibidores del metabolismo del acido folico

El acido félico es un compuesto necesario para el crecimiento celular. Su metabolismo
es inhibido por antibiéticos como las sulfamidas y la trimetoprima (Kapoor et al.,, 2017).
Actualmente se estan investigando otra clase de compuestos que puedan afectar al
metabolismo de este compuesto como antagonistas del acido félico como los antifolatos
(Fernandez-Villa et al., 2019).

1.3.1. Antibidticos B-Lactamicos

Penicilinas. La primera en ser descubierta y comercializada es la penicilina G. Sin
embargo, es inestable tanto en medios dcidos como en alcalinos por lo que su espectro de accion
es reducido. Debido a esto se desarrollaron otra clase de penicilinas como la penicilina V, la cual
resiste al pH gastrico por lo que su estabilidad en ambientes acidos es mayor. También se
desarrollaron penicilinas semisintéticas, como meticilina, con la intencidon de generar terapias
contras bacterias que cuentan con una resistencia intrinseca contra estos antibidticos como
Staphylococcus aureus debido a que presenta betalactamasas. Aunque estos farmacos siguen
sin ser de gran utilidad frente a infecciones de bacterias Gram negativas. Esto cambio con el
descubrimiento de la ampicilina y la amoxicilina pudiendo tratar infecciones de Klebsiella,
Acinetobacter, Serratia... No obstante, hoy en dia, existen cepas resistentes a todos los
antibiéticos mencionados (Lima et al., 2020).



Cefalosporinas. Esta clase de antibidticos posee un anillo dihidrotiazina unido al nucleo
betalactamico. Esta adicién supone un aumento en la resistencia a la abertura del anillo
betalactamico en comparacién con las penicilinas. Las cefalosporinas utilizadas como farmacos
son semi-sintéticas debido a que la obtenida de forma natural es ineficiente. La primera
generacion de cefalosporinas es mas eficiente contra bacterias Gram positivas, pero también
tienen efecto contra algunas bacterias Gram negativas como E. coli, Klebsiella pneumoniae y
Proteus mirabilis. Mientras que en la segunda generacion si que se observa un aumento de la
eficiencia contra bacterias Gram negativas. En cuanto a la tercera generacién presenta una
mayor estabilidad frente a las betalactamasas en comparacién con la primera y la segunda. En
este grupo podemos destacar a la cefotaxima. La cuarta generacién supone un aumento en la
actividad contra las bacterias Gram positivas en comparacién con la generacion anterior y la
ultima generacion, la quinta, esta mas centrada en el tratamiento de cepas resistentes como S.
aureus resistente a meticilina (Lima et al, 2020).

Carbapenémicos. Debido a su resistencia a la hidrélisis de la mayoria de las
betalactamasas son una de las clases mdas importantes de B-Lactdmicos. Penetran la membrana
de las bacterias Gram negativas a través de los canales de porinas, aunque también presenta
una actividad de amplio espectro frente a bacterias Gram positivas. El primer carbapenémico
utilizado como medicamento es imipenem. Algunos otros carbapenémicos a destacar son
meropenem, siendo el primero en resistir la hidrélisis de la DHP-1 humano, tebipenem, el Unico
carbapenémicos que se administra por via oral, doripenem y ertapenem, andlogos de
meropenem, pero con una mayor vida media (Lima et al, 2020). La resistencia a esta clase de
antibidticos se considera una amenaza a la salud publica. Esta resistencia estda normalmente
distribuida por patdgenos Gram negativos como Acinetobacter baumannii, Enterobacteriaceae
y Klebsiella pneumoniae. Acinetobacter baumanii estd incluido en la lista de patdgenos
prioritarios para la creacién de nuevos antibiéticos bajo la prioridad critica debido a su
resistencia a los carbapenémicos. En esta categoria también estan incluidas vasrias
enterobacteriaceas como Klebsiellas, E. coli, Serratia y Proteus (OMS, 2017).

Monobactdmicos. Esta clase de compuestos puede ser encontrada en la naturaleza,
pero el representativo de este grupo se trata de un compuesto sintético conocido como
aztreonam. Este farmaco es de amplio espectro frente a bacterias Gram negativas incluyendo
Pseudomonas aeruginosa pero no presenta actividad contra bacterias Gram positivas ni en
anaerobiosis (Lima et al, 2020).

1.4. Mecanismos moleculares de resistencia, bases genéticas de la resistencia y
transmision de resistencia entre bacterias.

Las bacterias pueden ser intrinsicamente resistentes o adquirir esta resistencia por
mutaciones en el genoma o transferencia horizontal de genes. La resistencia intrinseca a un
antibidtico se debe a ciertas caracteristicas estructurales o funcionales de la bacteria como la
ausencia de la diana farmacolégica o una composicidn diferente en la membrana citoplasmatica
impidiendo la entrada de los farmacos (Blair et al.,, 2015). Mediante esta transferencia las
bacterias patégenas pueden adquirir mas de un mecanismo de resistencia, pasando a ser
denominadas multirresistentes. Estos microrganismos se consideran multirresistentes por
definicidon cuando in vitro demuestran resistencia frente a mas de un agente microbiano, en
concreto, a mas de tres antibidticos de distintas familias. Las infecciones con esta clase de
microorganismos suponen un peor resultado para el paciente (Magiorakos et al., 2012).

1.4.1. Mecanismos moleculares de resistencia frente a antibioticos.

Permeabilidad reducida. Ciertos cambios en las membranas, como la pérdida de porinas
o cambios en el contenido de fosfolipidos y acidos grasos pueden afectar a la incorporaciéon del
antibidtico contribuyendo a la aparicion de resistencias a estos. (Darby et al., 2023)



Bombas de eflujo. Se trata de proteinas transmembrana capaces de transportar
compuestos toxicos a través de la membrana plasmatica, siendo capaces de esta manera de
expulsar los antibidticos. Estas bombas contribuyen mayoritariamente a la RAM de las bacterias
Gram negativas. (Darby et al., 2023)

Modificacion de la diana farmacolégica. El método de accidon de la mayoria de los
antibidticos es la unién directa a su diana inhibiendo su funcién lo cual se traduce en la inhibicién
del crecimiento bacteriano y/o su muerte. Por lo que ciertos cambios en la estructura de la diana
terapéutica suponen una pérdida en la afinidad de la unién y la aparicién de resistencia a ese
antibiodtico por parte de la célula. En el caso de los B-lactamicos, esta pérdida de afinidad suele
deberse a una mutacién en los genes que codifican para las proteinas de unién a la penicilina
(Darby et al., 2023).

Desactivacion del antibiético. Si la estructura del farmaco esta dafiada o degradada su
eficacia disminuye considerablemente. La desactivacion de los B-lactdmicos suele producirse
por una hidrélisis de estos por la accidon de las betalactamasas, unas enzimas capaces de
hidrolizar los enlaces que mantienen el anillo betalactamico (Darby et al., 2023).

Modificacion del antibidtico. La transferencia de un grupo quimico es capaz de inactivar
el medicamento (Darby et al., 2023).

1.4.2. Transmision de resistencia entre bacterias. Transferencia horizontal de genes

Los genes de resistencia a antibidticos se transfieren principalmente por tres
mecanismos. Una gran parte de los antibidticos utilizados actualmente pare el tratamiento de
infecciones bacterianas derivan de aquellos producidos naturalmente por bacterias. La mayoria
de estas bacterias productoras de antibidticos son no patogénicas y presentan mecanismo para
protegerse de los agentes antimicrobianos que ellas mismas produce. Estos mecanismos se
pueden transferir de estas bacterias no patogénicas a bacterias patogénicas que conviven en el
mismo ambiente lo cual supone un riesgo para la salud (Guidry et al., 2015).

Transformacion. Consiste en la incorporacion de ADN desnudo presente en el medio
mediante el uso de vesiculas de membrana transportadoras y su insercién en el genoma
(Mclnnes et al., 2020). Existen dos principales teorias que intentan explicar la utilidad de este
proceso para las bacterias. La primera se centra en que esta transformacién ocurre para la
reparacion de genes, aumentar la diversidad genética y adquirir nuevas caracteristicas, mientras
que la segunda teoria es la utilizacién de este ADN para su nutricién. Cabe destacar que estas
teorias no son excluyentes. (Johnsborg et al., 2007)

Transduccion. Se trata del proceso de transferencia de ADN tanto cromosdmico como
extracromosémico mediante un intermediario conocido como bacteriéfago (Mclnnes et al.,
2020).

Conjugacion. Es el proceso por el cual elementos genéticos moéviles, como plasmidos,
son transferidos de una bacteria a otra. Entre estos elementos los mds relevantes para la
transmision de genes de resistencia son los plasmidos de conjugacién. También puede ocurrir
que estos plasmidos transporten genes que contribuyan a la supervivencia como la tolerancia a
desinfectantes o a algunos metales pesados (Mclnnes et al., 2020). Existe una gran variacion en
el tamafio de estos plasmidos, desde menos de 2 kb a mas de 200 kb. Ademas de poder
replicarse independientemente del ADN cromosomal. Por estas razones son una de las
principales vias de transferencia de RAM (Schwarz et al., 2017).

1.4.3. Genes de resistencia a antibidticos

La prevalencia de genes de resistencia a antibidticos en el microbioma es una gran
amenaza para la salud publica. No solo presentan una amenaza para el ser humano sino también
para los habitats que habita como en aquellos silvestres o sin presencia humana (Zhuang et al.,
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2021). Genes de resistencia frente antibidticos como la ampicilina y la estreptomicina ya han
sido encontrados en animales salvajes demostrando la seriedad y el alcance de este problema
(Kozak et al., 2009).

Entre los genes de resistencia frente a los B-lactamicos podemos destacar a blarem, blasny
y blacuy> (Kozak et al., 2009). Estos genes también han sido encontrados en productos carnicos,
por ejemplo, blarem fue por primera vez aislado de E. coli en carne de ternera cruda en 2004.
Esta identificacion provocd que se llevara a cabo un estudio para monitorizar los niveles de
resistencia en Espafia concretamente aquellos de betalactamasas de espectro extendido (Diaz
et al., 2010). Mas concretamente en productos de origen animal, se analizaron muestras de
carne cruda vendidas y se estudié la prevalencia de muestras contaminadas con E. coli
productoras de betalactamasas de espectro extendido, los resultados demostraron que hubo un
incremento constante pasando de un 57% en 2004-2006 a un 93% en 2010 (Egea et al., 2012).
Por otra parte, la presencia de betalactamasas de codificacion plasmidica como blacmy; en E. coli
es baja en Espana y Europa, aunque mas elevada en el norte de América (Coque Gonzdlez et al.,
2016). Tampoco resulta extrafo aislar cepas que presenten alguno de estos genes combinados,
como es el caso de TEM y SHV, ambos identificados en cepas de Klebsiella spp (Jain & Mondal,
2008).

TEM-1 fue la primera betalactamasa de esta familia y fue caracterizada en 1963 en
bacterias resistentes a la penicilina. Esta es capaz de hidrolizar penicilinas y cefalosporinas de
primeras generaciones. A partir del descubrimiento de TEM-1, se han descrito mas de 170
variaciones difiriendo en la secuencia de aminoacidos o en la resistencia fenotipica que otorgan.
Estas nuevas variantes confieren resistencia con un mayor espectro incluyendo cefalosporinas
de segunda, tercera y cuarta generacion, asi como monobactdmicos y frente a inhibidores de
beta-lactamasas (Salverda et al., 2010). Esta familia de betalactamasas se suele encontrar
asociada a plasmidos y su vigilancia se hace por tanto esencial (Carattoli, 2009).

Las betalactamasas SHV se pueden categorizar en tres subgrupos: el subgrupo 2b,
hidrolizan penicilinas y cefalosporinas de primeras generaciones, pero son inhibidas por el acido
clavulanico y tazobactam; el subgrupo 2br, otorgan resistencia de amplio espectro y son
resistentes al acido clavuldnico; y por ultimo el subgrupo 2be, incluyen diversas resistencias de
amplio espectro que pueden hidrolizar oximino-cefalosporinas (Liakopoulos et al., 2016). La
familia de SHV suele ir asociada a plasmidos (Carattoli, 2009).

En cuanto al gen CMY-2, estos pertenecen a la familia de genes AmpC. Son enzimas
capaces de hidrolizar penicilina, pero presentan una mayor actividad frente a las cefalosporinas
y cefamicinas. Esta familia también suele ser encontrada en plasmidos (Jacoby 2009).

Las carabapenemasas se clasifican en dos grandes grupos de clasificacion dependiendo
de su perfil hidrolitico: las serina-carbapenemasas y las metalo-betalactamasas. Dentro del
primer grupo se pueden encontrar genes de resistencia como blakec, blavinv, blame y blaoxa. La
mayoria de estos genes se encuentran en elementos genéticos moviles. Estos genes también se
pueden encontrar en productos carnicos, su primera deteccién data de un estudio realizado
entre 2001 y 2021 donde se identificé el gen VIM-1 en 4 aislados de Salmonella Infantise,
posteriormente se detectaria también este gen en E. coli, ambos casos en granjas alemanas
(Coque Gonzalez et al., 2016).

Desde 1998 se han descubierto hasta 3 mecanismos de resistencia diferentes frente a
quinolonas mediados por plasmidos. Estos genes, gnrA, gnrB, qnrC, gnrD, gnrS'y gnrVC, codifican



proteinas de la familia de las repeticiones pentapéptidos. Estas proteinas protegen a la ADN
girasa y a la topoisomerasa IV frente a la inhibicidon producida por las quinolonas (Jacobi et al.,
2014). Esta clase genes también puede ser encontrado en productos de origen animal, como es
el caso de aislados de Salmonella enterica en productos cdrnicos de venta al por menor
incluyendo vacuno y pollo y carcasas de vacuno que contenian plasmidos para los genes gnrA,
gnrBy qnrS (Adel et al., 2021).

1.5. Resistencias encontradas en productos de origen animal

La presencia de bacterias resistentes en productos carnicos es una realidad, hay
numerosos casos en los que estos hechos han sido descritos incluyendo multitud de cepas de
diferentes géneros. La principal preocupacién recae en aquellas cepas resistentes que son
patdgenas para los humanos como el caso de Salmonella spp. Aunque el riesgo de transferencia
de genes de resistencia entre especies no patdgenas a especies patdgenas también es una gran
preocupacién (Guidry et al., 2015).

1.5.1. Género Salmonella.

Los microorganismos del género Salmonella causan salmonelosis tanto en hombres
como animales. Esta familia estd compuesta de muchos serotipos, aunque no todos presentan
importancia en sanidad animal. Aquello serotipos que si son patolégicos son de gran importancia
a ser una de las principales toxiinfecciones alimentarias. En humanos se considera una zoonosis
gue puede producir infecciones intestinales y sistematicas debido a la ingestidon de alimentos
contaminados por esta bacteria. Cldsicamente estaba asociada con la ingestion de productos de
origen aviar, pero en los ultimos afios se ha dado un aumento de la frecuencia y gravedad de las
infecciones asociadas al consumo de productos carnicos de las especies porcina o bovina (MAPA,
s.f.). En 2021, la salmonelosis fue la segunda enfermedad zoondtica mas notificada en la Unidn
Europea con 60050 casos, 3913 de ellos en Espafa, solo por detrds de Campylobacter spp.
(European Food Safety Authority, et al., 2021).

En paises como Irdn, (Mir et al., 2022) ya se han aislado cepas de esta especie resistentes
a numerosos antibidticos como penicilina, tilosina, tetraciclina, eritromicina y tiamulina en
muestras de pollo. Tyson et al. (2017) han descrito genes de resistencias a quinolonas
principalmente resistentes a ciprofloxacino en muestras de carne de cerdo comercializadas en
Estados Unidos.

En Europa, paises como Rumania (Tirziu et al., 2015) ya han detectado cepas de
Salmonella, en muestras de pollo, resistentes a 5 antibidticos, tetraciclina, acido nalidixico,
estreptomicina, sulfametoxazol y ciprofloxacina. Ademas, presentaban resistencia moderada a
trimetoprima. Asimismo, de las 42 cepas aisladas, 30 de ellas presentaban multirresistencia.

En Espafia (Asturias) (Vazquez et al., 2022) se han conseguido aislar cepas de Salmonella
enterica resistentes a colistina, un farmaco de ultimo recurso utilizado frente a infecciones de
patdgenos Gram negativos multirresistentes. En este caso las muestras a tratar eran mucho mas
variables, incluyendo muestras de cerdo, pollo, oveja, huevos, jabali... De las 231 aisladas, solo
5 presentaron esta resistencia y aunque sea un numero bastante bajo, solo un 2,2% sigue
suponiendo un gran problema que pone en riesgo este tratamiento. Entre los aislados habia
presencia del gen blacuy-2z pudiendo actuar esta especie como reservorio y vehiculo de
transmisién a otras especies patdgenas a través de la cadena alimentaria.

1.5.2. Escherichia coli.

Escherichia coli es una bacteria presente en el intestino distal de los organismos de
sangre caliente. Existen diversas cepas de E. coli aunque solo algunas provocan intoxicaciones
alimentarias. Aquellas que son patogénicas estan divididas en 6 clases: E.coli enteropatogénica



(EPEC), E. coli enterohemorragica (STEC), E .coli enteroagregativa (EAEC), E. coli enterotoxigénica
(ETEC) y E. coli entero invasiva (EIEC) (Gomes et al., 2016).

Algunas de ellas, como E. coli productora de toxina Shiga (STEC), mencionada antes
como enterohemorragica, puede causar graves enfermedades transmitidas a partir de
alimentos contaminadas como la carne cruda, la leche cruda y hortalizas. Este tipo de E. coli esta
principalmente relacionado con el serotipo 0157:H7 (ONU, 2018). En la Unidn Europea, esta
toxiinfeccidn por E. coli productora de toxinas Shiga es la cuarta zoonosis mas frecuente. En
2020, se notificaron 4446 casos, 74 de estos en Espafia. Se observa una disminucién en
comparacién con afios anteriores asociado a la pandemia por COVID-19 (Ministerio de Consumo,
2022). Las E. coli enterotoxigénica (ETEC) que da lugar a la enfermedad conocida como diarrea
del viajero, la cual es la principal causa de diarrea en paises menos desarrollado especialmente
entre nifios (CDC, 2014). En principal problema ahora no es solo la carne contaminada con estas
bacterias patdgenas, sino que estan sean resistentes a antibidticos para su tratamiento, lo cual
ya estd ocurriendo.

En Estados Unidos, (Davis et al., 2018) se realizé una comparacion de resistencias entre
muestras de pollo y pavo de produccidn convencional y su versidn orgdnica, en cuya crianza no
se suministraron antibiéticos. Se observé que, de los 12 antibidticos utilizados para el estudio,
se encontraron resistencias para 10 de ellos, entre los cuales destacaron ampicilina, cefotaxima,
acido nalidixico y tetraciclina. Se encontraron mas resistencias en las muestras de pavo que en
las de pollo, hasta un 50% de las E. coli aisladas resultaron ser multirresistentes, sugiriendo que
el suministro de antibidticos para aumentar el crecimiento era mayor en esta especie. En cuanto
a la diferencia entre orgdnico y convencional, en pavo si que se observaba una mayor
disminucién, pero para el pollo esta variacién no era tan significativa.

Aungue no hay que irse a otro continente para encontrar datos acerca de esta clase de
bacterias mostrando resistencias fenotipicas contra diversos farmacos. Un estudio (Diaz-
Jiménez et al., 2020) realizado sobre 50 muestras de pollo y 50 de pavo comercializadas en Lugo,
se aislaron un total de 172 cepas de E. coli en medios para detectar bacterias con ESBL, de las
cuales 132 presentaron genes de resistencia de la familia SHV, mayoritariamente SHV-12, 13 de
ellas también presentaban el gen CTX-M junto al SHV y 3 de las 172 presentaban el gen TEM-42.

En Paises Bajos, (Voet et al.,, 2013) en un andlisis realizado sobre carnes de pollo
comercializadas, 92 de las 98 muestras estaban contaminadas por E. coli de las cuales 12 eran
blacmy-2 positivas de entre las cuales 10 presentaron resistencias a betalactdmicos de amplio
espectro.

1.6. Objetivos de desarrollo sostenible

Los objetivos de desarrollo sostenible son un llamamiento universal para poner fin a la
pobreza, proteger el planeta y garantizar que para el 2030 todas las personas disfruten de pazy
prosperidad, instaurado por las Naciones Unidas en 2015. El aumento en el grado de resistencia
de los antimicrobianos representa una amenaza para cumplir alguno de estos objetivos. Este
proyecto se ve involucrado especificamente en 4 objetivos (OMS, et al., 2021).

ODS 2 Hambre cero. La presencia de RAM en la ganaderia supone una pérdida en la
produccién lo cual afectaria a los beneficios los cuales también se verian repercutidos por el
aumento de los costes de la sanidad animal. Todo esto trae consigo la desestabilizacion de los
medios de subsistencia de los agricultores lo cual puede provocar la pérdida de ganaderias y atn
mas pérdida de produccion afectando a la disponibilidad de este tipo de productos en el
mercado. Asi como la regulacién del uso de antibidticos en animales de ganaderia para engorde
sera fundamental para el control de la expansién de las resistencias (OMS et al., 2021). La meta
2.1 esta muy relacionada con este estudio ya que para 2030 se intentara asegurar el acceso a
todas las personas a una alimentacién sana en la cual no entran alimentos contaminados por



bacterias tanto no resistentes como multirresistentes. Asi como la meta 2.4, en la que incluye el
aumento de la produccidn, el cual se vera afectado por las resistencias debido a la necesidad de
sacrificar animales o la muerte de estos causada por infecciones (ONU, 2022).

ODS 3 Salud y bienestar. La existencia de cepas resistentes es uno de los grandes
problemas y restos del ambito sanitario. Las infecciones resistentes causan aproximadamente
700000 muertes al afo, cifra que aumentard a no ser que la situacién se controle. No solo
aumentan las muertes, sino el periodo de hospitalizacidon del paciente pudiendo saturar a los
hospitales afectando a pacientes que sufran de otra clase de dolencias. Asimismo, esto supone
un aumento del gasto, lo cual en ciertos paises puede suponer que estos tratamientos se vuelvan
inaccesibles para muchas personas (OMS et al., 2021). La principal meta relacionada con este
proyecto es la 3.8 ya que la presencia de bacterias multirresistentes aumenta el precio de los
costes impidiendo a pacientes acceder a ellos, por lo que lograr la cobertura sanitaria universal
debe ser una de las grandes claves para para la transmisién de estas infecciones. La meta 3.9
también puede estar ligeramente relacionada ya que los productos cdrnicos también pueden
contaminar el agua y el suelo, como por ejemplo con en su produccién la presencia de purines
gue puedan acabar en el agua y el propio desperdicio de alimentos que puede provocar la
llegada de estas bacterias al medio (ONU, 2022).

ODS 1 Fin de la pobreza. Las infecciones por patdgenos resistentes no discriminan entre
el nivel de riqueza, pero si que afectan mas a aquellas personas de bajos recursos ya que son
mas propensas a padecerlas. Asi como el aumento de los costes en los tratamientos puede
suponer acabar la situacién de pobreza extrema (OMS et al., 2021). La meta del objetivo 1.4, en
la que para 2030 se espera garantizar que todas las personas tengan acceso a los servicios
basicos incluyendo la sanidad y tratamientos para infecciones como pueden ser las causadas por
las bacterias multirresistentes (ONU, 2022).

ODS 12 Produccion y consumo responsables. La contaminacion alimentaria debida a los
microrganismos supone una pérdida de alimentos en las cadenas de produccidn lo cual afecta
directamente a la meta 12.3, en la cual para 2030 se prevé reducir el desperdicio de alimentos
per capita a la mitad (ONU, 2022).

ODS 8 Trabajo decente y crecimiento econdmico. El aumento de la mortalidad afecta
directamente a la oferta de mano de obra lo cual afectaria directamente en la produccion
econdmica mundial disminuyendo la (OMS et al., 2021). La principal meta afectada por la
expansion de las resistencias seria la 8.1, que trata sobre el aumento del producto interior bruto
(PIB) al 7% para aquellos paises menos adelantados, el PIB disminuiria debido a esta disminucion
en la mano de obra derivada del aumento de la mortalidad (ONU, 2022).

Existe otro objetivo que no esta tan relacionado con este proyecto en especifico, pero existe una
relacidn. Se trata de Agua limpia y saneamiento, y es que la contaminacidn generada por los
purines de los animales puede llegar a acuiferos y aguas superficiales y si estos presentan
bacterias resistentes este problema solo se agrava (OMS et al., 2021).
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2. Objetivos

El objetivo de este proyecto es evaluar el papel de las carnes de pollo y cerdo comercializadas
en la ciudad de Valencia como vehiculo de transmisiéon de bacterias que contengan genes de
resistencia a antibidticos y en relacién con su potencial de transmisién interespecie mediante
elementos moviles. Por lo que se plantean los siguientes objetivos secundarios:

1.

Asilar bacterias Gram negativas coliformes y Escherichia coli mediante medio especifico
para esta clase de microorganismos.

Aislar bacterias Gram negativas del género Salmonella mediante el uso de medios
especificos para su crecimiento.

Aislar bacterias Gram negativas resistentes a antibidticos carbapenémicos vy
cefalosporinas de tercera generacién en medios selectivos suplementados con dichos
antibiéticos.

Detectar genes mediados por pldsmidos que confieren resistencia a antibidticos B-
lactdmicos (blarem, blaswy, blacwyz), carbapenémicos (blame, blaoxa, blavin, blakec) y
quinolonas (Qnr A, Qnr B, Qnr S) en las cepas aisladas de las diferentes condiciones
utilizadas.
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3. Materiales y métodos
3.1. Origen y preparacion de las muestras

A lo largo de este estudio se han analizado 30 muestras diferentes, 16 procedentes de
pollo y 14 procedentes de cerdo, de 10 comercios localizados en la ciudad de Valencia (Tabla 1).

Tabla 1. Descripcidn de las muestras utilizadas para este estudio.

Muestra | Comercio Fecha Tipo Tipo de muestra
1 A 06/03/2023 | Cerdo Carne picada
2 B 28/03/2023 | Cerdo Carne picada
3 A 28/03/2023 | Cerdo Carne picada
4 C 25/04/2023 | Pollo Cuello pollo
5 A 25/04/2023 | Pollo Muslos de pollo
6 A 02/05/2023 | Pollo Muslos de pollo
7 A 02/05/2023 | Pollo Cuarto trasero
8 D 02/05/2023 | Cerdo Secreto
9 C 08/05/2023 | Pollo Carne picada de pollo
10 C 08/05/2023 | Cerdo Carne picada de cerdo
11 E 08/05/2023 | Cerdo Cabeza de lomo fileteada
12 E 08/05/2023 | Cerdo Costilla de cerdo troceada
13 F 08/05/2023 | Pollo Muslitos de pollo
14 F 08/05/2023 | Cerdo Cabeza de lomo
15 G 15/05/2023 | Cerdo Cerdo a tacos
16 H 15/05/2023 | Pollo Higado
17 A 15/05/2023 | Pollo Cuarto trasero
18 G 15/05/2023 | Pollo Solomillos de pollo
19 G 15/05/2023 | Cerdo Filetes de lomo
20 G 15/05/2023 | Pollo Alitas de pollo
21 I 22/05/2023 | Cerdo Cerdo a tacos
22 I 22/05/2023 | Pollo Carcasas de pollo
23 A 29/05/2023 | Cerdo Estofado de cerdo
24 A 29/05/2023 | Pollo Higado de pollo
25 J 05/06/2023 | Cerdo Troceado para guisar de cerdo
26 H 05/06/2023 | Pollo Cuarto trasero de pollo
27 A 05/06/2023 | Pollo Cuarto trasero de pollo
28 J 05/06/2023 | Pollo Jamoncitos de pollo
29 D 05/06/2023 | Cerdo Chuletas aguja cerdo
30 D 05/06/2023 | Pollo Alas partidas

Para el procesado de las muestras se obtuvieron 25 gramos representativos de cada
muestra realizando diversos cortes en asepsia, después estos fueron introducidos en una bolsa
Stomacher junto con 225 mL de agua de peptona tamponada (APT) (Scharlau, Barcelona,
Espafa). Las bolsas se introdujeron en un homogeneizador de paletas durante 5 minutos y
fueron inacubadas a 37 °C durante 22+2 horas. Este paso es el conocido como
prenriquecimeinto de la muestra.
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3.2. Recuento y aislamiento de coliformes y E. coli

El primer andlisis realizado fue el recuento de coliformes y su aislamiento, para ello se
realizaron diluciones decimales seriadas desde la dilucién 1:10 en la bolsa de Stomacher hasta
la concentracién 1073, Posteriormente se transfirieron 0,1 mL de cada dilucién a una placa con
el medio Microinstant® Chromogenic Coliforms Agar Base (CC) (Scharlau, Barcelona, Espafia),
utilizando un asa de Digralsky para extender el indculo. Por ultimo, estas placas fueron
incubadas a 37 °C durante 24 horas.

Una vez ha pasado el tiempo de incubacidn de las placas, las colonias obtenidas de color
morado fueron resembradas mediante triple estria en Plate Count (PC) (PLATE COUNT AGAR,
Sharlau, Barcelona, Espafia) si estas estaban aisladas, si no lo estaban se vuelve a resembrar en
CC para poder ser aisladas, estas dos siembras se realizaron mediante la técnica de la triple
estria. Estas placas se incubaron de nuevo a 37 °C durante 24 horas.

3.3. Deteccidn y aislamiento de Salmonella

Para el aislamiento de Salmonella se siguid el protocolo establecido por la norma ISO
6579:2003/A1:2007.

Una vez las bolsas de Stomacher han pasado 24 horas en la estufa, el siguiente paso fue
realizar enriquecimiento selectivo. Para poder realizar esto se necesitd inocular 0,1 mL del caldo
en un tubo 10 mL de Rappaport (caldo RVSv) que fue incubado a 42°C durante 24 horas, asi
como inocular 1 mL del caldo en un tubo de 10 mL de Tetrationato (caldo MKTTn) afiadiendo 1
mL de iodo y este fue incubado a 37°C durante 24 horas.

Pasadas 24 h, los dos cultivos realizados en tubo se sembraron en triple estria en medio
de Salmonella Chromogenic Agar Base (Oxoid, Basingstoke, Reino Unido) y Xilosa Lisina
Desoxicolato (XLD) (Scharlau, Barcelona, Espafia), los cuales fueron incubados durante 24 horas
a37°C.

Aquellas colonias, que crecieron en los medios de Salmonella y XLD y que presentaron
las caracteristicas deseadas: Para el medio de Salmonella se aislaron aquellas que presentaban
un color morado o rosado oscuro, mientras que en el medio XLD fueron aisladas aquellas
colonias de color negro y con una ligera transparencia al ser observadas a tras luz. Es decir,
aquellas que eran sospechosas de Salmonella, fueron sembradas en Agar TSI (Triple Sugar Iron
Agar, Merk KGaA, Darmstadt, Alemania), incubado 37°C durante 24 horas. Las que mostraron
un patrén de crecimiento esperado para Salmonella (amarillo o negro en la base, rojo en el tubo
y rojo-rosa en la pendiente) fueron aisladas en PC e incubadas a 37°C durante 24 horas.

3.4. Aislamiento de cepas resistentes a antibidticos Beta lactamicos y
carbapenémicos

A partir de las bolsas de Stomacher también se inicid el segundo andlisis mediante la
siembra en triple estria en medio selectivo con antibidticos con la utilizacién de un asa de
siembra que serd introducida en la bolsa. Se utilizan 3 medios selectivos: medio cromogénico
para la deteccion de betalactamasas de espectro extendido (ESBL, CHROMagar™, Paris, Francia),
MacCONKEY (Scharlau, Barcelona, Espafia) suplementado con cefatoxima 5 mg/L(Mc+C),
MacCONKEY suplementado con meropenem 1,5 mg/L (Mc+M). Ambos medios estaban
suplementados con Vancomicina 5mg/L para inhibir el cecimiento de bacteris gram positivas.
Estas placas se incubaron a 37°C durante 24 horas.

Se aislaron en PC aquellas colonias que presentaron caracteristicas morfolégicas
diferentes como diferentes colores, tamafios y texturas, de nuevo fueron incubadas a 37°C
durante 24 horas.
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3.5. Identificacion bioquimica de las cepas aisladas.

3.5.1. Pruebas bioquimicas previas

Con todas aquellas colonias que aisladas en PC se realizé el mismo procedimiento para
seleccionar aquellas cepas de interés para el trabajo e identificarlas. Pasadas las 24 horas de
incubaciodn, se realizd una prueba oxidasa y catalasa y por ultimo una tinciéon de Gram.

Para la realizacién de la prueba oxidasa se utilizaron unas tiras reactivas de oxidasa
(Scharlau, Barcelona) que comprueban si las colonias aisladas presentan el sistema citocromo-
oxidasa o no. Esta prueba consiste en la presencia de tetranetil, 1-4, fenildiamina, al entrar este
reactivo en contacto con la colonia hay dos opciones, que vire a un color azulado/morado y que
resulte en una prueba positiva o que no cambie de color, obteniendo una prueba oxidasa
negativo lo cual es lo deseado para este procedimiento.

La segunda prueba consiste en la descomposicién del peréxido de hidrégeno por la
enzima catalasa, para comprobar la presencia de esta enzima se recogié una colonia y se
depositd sobre una gota de H,0,, si aparecieron burbujas el resultado es positivo sino se
aparecieron se trata de una prueba negativa. Aquellas colonias que resultaron catalasas
positivas fueron seleccionadas para realizar la tincion.

La tincién de Gram se realizé para identificar aquellas colonias que sean Gram negativas
y también para comprobar la pureza del cultivo ya que bajo el microscopio sélo se debe de
observar un tipo de morfologia.

3.5.2. Identificacion mediante tiras miniaturizadas APl ® Biomeérieux

Las colonias seleccionadas para identificacion fueron aquellas que presenten una
prueba oxidasa negativa, catalasa positiva y tinciéon de Gram negativa. La identificacion se
realiz6 mediante las pruebas bioquimicas miniaturizadas API® 20E (Tiras API, biomérieux,
Espafia). Para realizar este procedimiento se parte de un cultivo puro de 24 horas de donde se
extrajo una colonia aislada y se resuspendié en 5 mL de agua estéril. Se procede a llenar los 20
microtubos del sistema con este indculo, llenando por completo aquellos que se indica (CIT, VP,
GEL) y cubriendo con vaselina las pruebas que lo requieran (ADH, ODC, H.S, URE). Una vez
inoculada se incubé a 37°C durante 24 + 2 horas.

A las 24 horas, para obtener los resultados hay que adicionar los reactivos pertinentes a
las pruebas, IND, VP y TDA. Estos resultados, que se pueden observar por una varianza o no en
los colores de las pruebas (Figura 2). Los resultados son introducidos en la APIWEB, asi como el
resultado negativo de la prueba oxidasa y se obtiene la identificacidon asociada a un porcentaje,
si este porcentaje es mayor al 90% se considerd fiable sino la colonia fue secuenciada.

PRUEBAS NEGATIVAS

gl | | |l \lil'!'Ull

ONPGADH LDC A ODG TGITI H2s A URE  ToA IND A yp) GELI GLu A maN INO ACmELA Amy ana

yopi 20e

PRUEBAS POSITIVAS
e W e

~wuuluwwel 0

onPG ADH  LOC AopC (CiTs 28 A ure To Son A A SAC MELA Amy  aRa

yopi ¢

Figura 2. Resultados positivos y negativos de las Tiras APl 20E. Fuente: APIWEB
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3.5.3. Extraccion de ADN de las cepas aisladas

Todas las cepas aisladas se volvieron a resembrar en un medio PC que fue incubado
durante 24 horas, siendo este el punto de partida para la extraccién de ADN. Se recogié media
asa de cultivo que fue resuspendida en 1 mL de tampén TE x1. La extraccion se realizé utilizando
el kit High Pure PCR Template Preparation (Roche, Alemania) siguiendo el protocolo del
fabricante.

3.5.4. Identificacion molecular mediante el gen 16SrRNA

Para aquellas cepas cuya identificacién en la Tira APl fue menor de un 90% se realizé
una secuenciacién parcial del gen 16S ribosomal para su correcta ientificacidn. La secuenciacidn
se realizd mediante dos tipos de PCR dependiendo de la posible especie de la cepa a estudiar.

Si existia una posibilidad de que se tratara del género Acinetobacter, se utilizaron los
iniciadores 27F y 1525R (5'-AGAGTTTGATYMTGGCTCAG-3’).

La segunda PCR realizada fue mas general utilizando iniciadores universales de bacterias
27F y 1495R (5'-GGTTACCTTGTTACGACTT-3') y las cepas utilizadas fueron las que puedan ser de
la familia Enterobacteriaceae.

Las condiciones utilizadas por el termociclador para las cepas Acinetobacter fueron las
siguientes: 1 ciclo a 95°C durante 2 minutos, 35 ciclos a 94°C durante 30 segundos, 65°C durante
30 segundos, 72°C durante 2 minutos (para las fases de desnaturalizacién, apareamiento y
extension respectivamente) y una extension final a 72°C durante 10.

Para las cepas de Enterobacteriaceae las condiciones fueron algo distintas: 1 ciclo a 952C
durante 5 minutos, 35 ciclos a 952C durante 1 minutos, 552C durante 1 minutosy 72 2 durante 1
minutos (minutos (para las fases de desnaturalizacion, apareamiento y extension
respectivamente) y una extension final a 722C durante 10 minutos.

Por dltimo, para determinar la longitud de los fragmentos se llevd a cabo una
electroforesis en gel de agarosa al 1,2% con 100 mL de TAE y 5ul de la tincién de acido nucleico
RedSafe™ (iNtRON Biotechnology, Washington, USA) bajo unas condiciones de 90 voltios durante
40 minutos. Posteriormente los productos de la PCR fueron purificados mediante el kit GenElute
PCR Clean-up (Sigma-Aldrich, Madrid, Spain) siguiendo las instrucciones del fabricante (Orhan-
Yanikan et al., 2019).

Para su identificacidn una vez obtenidas las secuencias, se realizé un primer paso con el
programa Chromas (https://technelysium.com.au/wp/chromas/) eliminando la parte de la
secuencia degenerada y por ultimo se realizd6 un BLAST con esta secuencia contra la base de
datos de nucledtidos para obtener la especie con mayor porcentaje de identificacion
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/).

3.6. Deteccion molecular de genes de resistencia a antibioticos

3.6.1. PCR para la deteccion de genes de resistencia a antibioticos B-Lactamicos

La deteccion de genes de resistencia se realizé mediante una PCR multiplex, detectando
mas concretamente los genes blarem, blasuy y blacwy-2 (Tabla 2).
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Tabla 2. Iniciadores utilizados en la deteccidn de genes de betalactamasas. Secuencia, concentracion y referencia.

- Amplics
Gen Iniciador Secuencia de los iniciadores Conc.er!trauon de mplicon Referencia
los iniciadores (bp)
TEM-f TTAACTGGCGAACTACTTA 0,2 uM
blarew | 1eMm-r GTCTATTTCGTTCATCCATA 0,2 uM 247
SHV-f AGGATTGACTGCCTTTTTG 0,4 uM
Kozak et
blasw | sHv-r ATTTGCTGATTTCGCTCG 0,4 UM 393 al., 2009
CMmY2-f GACAGCCTCTTTCTCCACA 0,2 uM
blacwyz | cpy2-r TGGACACGAAGGCTACGTA 0,2 UM 1000

La reaccion se realizé en un volumen final de 25 pL con la concentraciéon de los
siguientes reactivos: 1x tampdn de reaccion NH, (BIOTAQTM DNA Polymerase, Bioline), dNTP
(DNTP Mix 100mM, Bioline) con 25mM de cada uno, 2,5mM MgCl2 (BIOTAQTM DNA
Polymerase, Bioline), enzima Taq polimerasa (BIOTAQTM DNA Polymerase, Bioline)a 1,25 Uy la
concentracion indicada (Tabla 1) de cada uno de los iniciadores. A estos reactivos se le anadio lo
correspondiente de agua MilliQ estéril constituyendo 23 pL del volumen final de la reaccién, para
completar se afaden 2 plL del ADN extraido previamente de las cepas aisladas. En el control
negativo en vez de ADN se afiadié agua MilliQ estéril.

Las condiciones utilizadas consistieron en 1 ciclo a 94°C durante 15 minutos, 30 ciclos de
1 minuto a 94°C, 1 minuto a 55°C y 1 minuto a 72°C, por ultimo, un ciclo de 10 minutos a 72°C
(Kozak et al., 2009).

Para finalizar, se realizé una electroforesis para determinar la presencia o ausencia de los
genes en un gel de agarosa al 1,2%, usando 5 uL de RedSafe™, aplicando una intensidad de
corriente de 90 voltios durante 1 hora.

3.6.2. PCR para la deteccion de genes de resistencia a antibioticos carbapenémicos.

Los genes de resistencia analizados mediante una PCR multiplex fueron blakec, blaoxa,
blame y blavi (Tabla 3). El volumen final de esa reaccién son 25 pL, siendo 2,5 uL de ADN
mientras que los 22,5 uL restantes corresponden al resto de reactivos. Estos reactivos son el
tampdn de la reaccién NH,4 1x, iniciadores (Tabla 2), dNTPs (0,125 uM), enzima Taq polimerasa
(2U/ pL). En el caso del control negativo se adicionan 2 uL de agua MilliQ en vez de ADN.

Tabla 3. Iniciadores utilizados para la deteccion de genes de carbapenemasas. Secuencia, concentracién y referencia.

Concentracién P
Gen Iniciador Secuencia de los iniciadores de los (bp) Referencia
iniciadores
KPC-f 5'-CGTCTAGTTCTGCTGTCTTG-3' 798
blaxec KPC-r | 5-CTTGTCATCCTTGTTAGGCG-3' 0,4 uM 232 o
oirel et
OXA-f | 5-GCGTGGTTAAGGATGAACAC-3’ al,, 2011
blaoxass |  oxa-r 5'-CATCAAGTTCAACCCAACCG-3’ 0,4 uM 438
Jiménez-
IMP-f | 5'-GGAATAGAGTGGCTTAAYTCTC3'
blaw IMP-r | 5-GGTTTAAYAAAACAACCACC-3' 0,4 uM 232 Beir;gluer
VIM-f 5'-GATGGTGTTTGGTCGCATA-3' 2023
blavim VIM-r 5'-CGAATGCGCAGCACCAG-3' 04, uM 390
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Las condiciones utilizadas en el termociclador fueron las siguientes: 10 minutos a 94°C,
34 ciclos formados por 30 segundo a 94°C, 40 segundos a 55°C y 50 segundos a 72°C, por ultimo,
la extension final se realiza a 72°C durante 5 minutos (Jiménez-Belenguer et al., 2023).

Finalmente, se llevd a cabo un andlisis de electroforesis con el propdsito de verificar si
los genes estaban presentes o ausentes en un gel de agarosa al 1,2%, utilizando 5 uL de
RedSafe™, bajo condiciones que implicaban la aplicacién de una corriente de 90 voltios durante
1 hora.

3.6.3. PCR para la deteccién de genes de resistencia a quinolonas.

En esta PCR mutiplex se analizaron 3 genes, QnrA (6 variantes), QnrB (6 variantes) y QnrS
(2 variantes) (Tabla 4). El volumen final de la reaccidn fueron 25 L, 2 de ellos siendo el ADN. El
resto de los reactivos se afadieron para completar este volumen. Estos reactivos fueron el
tampon de reaccion NH, 1x, MgCl, (1,5 uM), dNTPs (200 uM cada uno), los iniciadores (Tabla 3),
Taq Polimerasa (2,5U) y agua MilliQ estéril para enrasar. En el caso del control negativo se
adicionaron 2 ulL de agua MilliQ en vez de ADN.

Tabla 4. Iniciadores utilizados para la deteccidon de genes de resistencia frente a quinolonas. Secuencia, concentracion

Gen Iniciador Secuencia de los iniciadores Conc'er!trauon de | Amplicon Referencia
los iniciadores (bp)

Qnr Am QnrAm-f AGAGGATTTCTCACGCCAGG
qnrAl a QnrAm-r TGCCAGGCACAGATCTTGAC 0,2 uM 580

gnrA6
Qnr Bm QnrBm-f GGMATHGAAATTCGCCACTG Cartoir et
gnrB1 a QnrBm-r TTTGCYGYYCGCCAGTCGAA 0,2 uM 264

al., 2007

qnrB6
Qnr Sm QnrSm-f GCAAGTTCATTGAACAGGGT
gnrS1a QnrSm-r TCTAAACCGTCGAGTTCGGCG 0,2 uM 428

qnrS2

y referencia.

Las condiciones utilizadas fueron 10 minutos a 95°C, 35 ciclos consistiendo cada uno de
1 minutos a 95°C, 1 minutos a 54°C y 10 minutos a 72°C; y una extension final de 10 minutos a
72°C (Cartoir et al., 2007).

Por ultimo, se realizé una electroforesis para comprobar la presencia o ausencia de los
genes en un gel de Agarosa al 1,2% con 5 pL de RedSafe™ bajo unas condiciones de 90 voltios
durante 1 hora.

3.7. Analisis estadistico

Para el analisis estadistico se ha utilizado el software Statgraphics (19). Se ha
comprobado la presencia de diferencias significativas entre los genes de resistencia segln la
carne analizada (pollo o cerdo) mediante ANOVA simples. También mediante el uso de ANOVA
multifactorial se comprobaron las diferencias entre los diferentes genes de las mismas familias
entre si.
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4. Resultados y discusion
4.1. Aislamiento de cepas

Se han aislado un total de 79 cepas, 52 aisladas de las muestras de pollo y 28 de las
muestras de cerdo. Estas cepas fueron aisladas de 22 de las muestras analizadas, quedando ocho
de ellas sin presencia de bacterias que cumplan las caracteristicas esperadas para este estudio;
oxidadasa negativa, catalasa positiva y gran negativas.

65 de estas cepas fueron identificadas mediante las tiras miniaturizadas API® 20E
mientras que las 15 restantes fueron identificadas molecularmente mediante el gen 16SrRNA.
En total se han aislado 16 géneros diferentes incluyendo 22 especies diferentes (Figura 3). La
especie mas aislada fue E. coli con un total de 33 cepas seguida de Acinetobacter baumanii y
Salmonella spp. con 9 y 6 cepas respectivamente. Informacidn mas detalla de las cepas aisladas
puede ser encontrada en el Anexo .

Kurthia zopfii wm 1
Halfia alvei wm 1
Citrobacter freundii wm 1
Agromonas veronii . 7
Stenotrophomonas maltophilic == 1
Serratio odorifera 1 s 2
Serratio marcescens ma 1
Serratia liguefaciens wm 1
Serratio fonticolo — 4
Serratia ficaric wm 1
Salmonella enterica wm 1
Salmonella spp.  ————
Raoultella ornithinolytica wm 1
Proteus miriabilis —— 5
Morganella morganii == 1
Kluyvera spp. s 2
Klebsiello pneumonioe wm 1
Klebsiello oxycota wm 1
Enterobacter clogcae mm 1
Enterobacter aerogenes mm 1
Escherichia coli 36
Acinetobacter baumanii ————

[ 5 10 15 20 25 30 35 40

Figura 3. Especies identificadas de las 79 cepas aisladas

4.1.1. Aislados en muestras de cerdo

Casi la mitad de las cepas aisladas de las muestras de cerdo provienen de carne para
estofado o guisos con un total de 13 cepas, asi como 4 cepas aisladas de carne picada y 3 de
preparado de cerdo a trozos sumando un total de 20 (Figura 4). Estos preparados suponen un
mayor contacto con maquinaria durante su preparacién, en los que existe la posibilidad de que
se creen biofilms bacterianos con bacterias como E. coli. Esta especie de bacterias puede formar
biofilms en diversas superficies y dentro del rango de temperaturas utilizado para la produccién
de alimentos y su manipulacién, estas caracteristicas han precedido una incidencia mayor de la
contaminacion de esta especie en las fabricas encargadas de la produccién de carne (Giaouris &
Simdes, 2018), este hecho concuerda con los resultados obtenidos debido a que 8 de estas 13
cepas de E. coli se aislaron de carne para estofado. En cuanto a las otras muestras, a pesar de no
haber aislados de E. coli si se obtuvo presencia de Salmonella spp. (4 cepas) junto con
Acinetobacter baumanii (3 cepas), ambas con capacidad de formar biofilms (Wagner et al.,
2020), especialmente el género Acinetobacter aislados previamente en su estudio de compafiias
de carne belgas (Maes et al., 2019). En polietileno, comtinmente denominado plastico y utilizado

18



como envoltorio para las bandejas de carne comercializadas, Acinetobacter baumannii es capaz
de secretar mas biofilm que en una superficie de acero inoxidable, por lo que no solo puede
crecer en las instalaciones de procesado y empaquetamiento de la carne sino en el propio
empaquetado (Orhan-Yanikan & Ayhan, 2020).
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Figura 4. Numero de cepas aisladas por tipo de muestra de Cerdo

Entre las cepas identificadas encontramos en menor medida otras especies como Hafnia
alvei, Stenotrophomonas maltophilia y varias especies del género Serratia. Hafnia alvei es capaz
de proliferar en comida refrigerada y ha sido encontrada previamente en tanto en carne picada
como otros productos alimenticios como pescado y leche pasteurizada (Lindberg et al., 1998),
mas recientemente han sido aisladas en Japén (Odoi et al., 2021) en muestras cerdo ademas con
la presencia de resistencia a cefotaxima y acido naxidilico, en este mismo estudio también se
aislaron cepas de diferentes especies de Serratia en muestras de cerdo. En cuanto a
Stenotrophomonas maltophilia también ha sido aislada en muestras de carne, pero en muestras
de pollo (Yamamoto et al, 2020). Esta bacteria esta posicionada como patégeno nosocomial, es
decir, la mayoria de las infecciones causadas por esta bacteria se adquieren en los hospitales
(Corzo-Delgado & Gémez-Mateos, 2006) por lo que su presencia en carnes podria suponer un
cambio de posicionamiento de este patégeno pudiendo causar infecciones fuera del ambito
sanitario.

4.1.2. Aislamiento de cepas en muestras de pollo.

La mayor parte de las cepas aisladas de las muestras de pollo (Figura 5) provinieron de
las muestras de cuartos traseros esto es debido al contacto de esta carne con la parte visceral
del animal especialmente su contacto con la cloaca la cual no puede no ser retirada antes de
vender esta clase de alimentos provocando un aumento en la cantidad de cepas presentes.
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Figura 5. Numero de cepas aisladas por tipo de muestra de pollo
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En este caso, nos encontramos con algunas especies con mayor presencia que otras, al
igual que en el conteo total la mds abundante es E. coli seguida de Serratia fonticola y
Acinetobacter baumanii. Aunque también hay presencia de algunas especies mas inusuales
como Raoultella ornithinolytica; ya aislada en muestras de pollo fuera de Europa mas
concretamente Egipto (El-Shannat et al., 2020); Citrobacter freundii; esta bacteria se encuentra
presente en suelos, aguas, comida incluso en los intestinos de animales y humanos pero causan
un rango bastante amplio de infecciones (Liu et al., 2018) aunque los casos mas extendidos de
infeccidon por esta bacteria suelen provenir de plantas contaminadas (Tschape et al., 1995);
Morganella morganii; la cual posee resistencia natural frente a antibidticos B-Lactamicos y ya
ha sido aislada previamente de carcasas de pollo en EEUU y en pollos de 13 dias en Portugal
(Palmieri et al., 2020) y Kurthia zopfii; la cual ha sido aislada de los intestinos de pollo
previamente y en nuestro caso estad presente en los cuartos traseros en contactos con la cloaca
(Goen & Maclea, 2018).

4.2. Aislamiento de coliformes y E. coli.

Un total de 34 cepas han sido aisladas de CC, 23 de pollo y 12 de cerdo (Figura 6). De
estas 34 cepas, la mayoria pertenecen a la especie E. coli con un total de 30, las ultimas 4 cepas
aisladas pertenecen a las especies Acinetobacter baumanii, Serratia marcescens y Kluyvera spp
(2 cepas).

Con respecto a la diferencia en especies entre pollo y cerdo, 21 de las E. coli provenian
de pollo, asi como Acinetobacter baumanii y una Kluyvera spp. y las 9 E. coli restantes provenian
de cerdo junto con una Serratia marcescens y una Kluyvera spp. Se ha determinado que no existe
ninguna diferencia significativa con respecto al tipo de carne analizado con un p-valor de 0,8640.
Mas informacidn sobre los andlisis estadisticos realizado puede encontrarse en el Anexo |l.
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Figura 6. NUumero de cepas aisladas en medio CC

Como se ha mencionado anteriormente en la introduccidn existen diferentes serotipos
de E. coli y esto influye en la patogenicidad de la bacteria. La presencia de E. coli en estas
muestras no indica que todas sean patdgenas con capacidad de provocar infecciones, debido a
gue no sabemos su serotipo.
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4.3. Aislamiento del género Salmonella

Se han asilado un total de 14 cepas en medios selectivos para el género Salmonella,
aunque solo 7 de estas cepas pertenecieron a este género, 6 de ellas siendo de la especie
Salmonella spp. y una cepa de Salmonella entérica. Las 7 cepas restantes estan formadas por 3
especies distintas de enterobacterias, 4 Proteus mirabilis, una Enterobacter cloacae y por ultimo
una Morganella morganii.

En cuanto a las diferencias entre las muestras de pollo y cerdo, solo 4 bacterias de la
especie Salmonella spp. se aislaron en cerdo mientras que el resto se aislaron en las muestras
de pollo (Figura 7). Mediante la realizacién de un ANOVA simple se ha determinado que no existe
ninguna diferencia significativa entre el aislamiento de cepas en cerdo y pollo con un p-valor de
0,4561. Mas informacion sobre los analisis estadisticos realizado puede encontrarse en el Anexo
1.
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Figura 7. Numero de cepas aisladas en medios especificos de Salmonella

La presencia de cepas de Salmonella spp. en muestras de pollo es esperado debido a la
elevada prevalencia de esta clase de patégenos llegando hasta un 33,3%, cifra determinada en
un estudio realizado sobre la prevalencia de esta clase de patdgenos en carne de pollo a lo largo
de Europa. Espaia solo se encuentra por detras de Turquia que presenta una prevalencia de un
58,3% (Gongalvaes et al., 2018).

4.4. Deteccion molecular de genes de resistencia a antibioticos.

4.4.1. Genes de resistencia a antibioticos B-Lactamicos

Se realizé6 PCR multiplex para la deteccion de los genes blarem, blasqv y blacumyz sobre las
79 cepas aisladas independientemente del medio utilizado para su aislamiento, es decir, tanto
si este era selectivo con presencia de antibidticos como si no lo era. De las 79 cepas, 33
presentaban genes de resistencia estando tanto presente en aquellas cepas provenientes de
medios selectivo como no, mds informacidn individual de las resistencias presentes en las cepas
se encuentra en el Anexo lll.

blarem se encontré en 22 de estas cepas provenientes de 12 muestras diferentes,
presentando la mayor diferencia entre pollo y cerdo (Tabla 5) aunque después de la realizacion
de un ANOVA simple esta diferencia no ha resultado significativa con un p-valor de 0,1871. En
cuanto a blasuv ha estado presente en 11 de estas cepas de 7 muestras diferentes, con un nimero
bastante igualado en su presencia (Tabla 5) en pollo, 6, y cerdo, 5, diferencia que no ha sido
significativa una vez comprobado mediante la realizacion de un ANOVA simple con un p-valor de
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0,4018. Por ultimo, blacmyvz ha sido detectado un total de 10 cepas en 7 muestras distintas
estando estos positivos divididos entre pollo y cerdo (Tabla 5) sin diferencia significativa entre
pollo y cerdo con un p-valor de 0,2647. Después de la realizacion de un ANOVA multiple para
comprobar la existencia de diferencias significativas entre los tres genes analizados, se ha
determinado que no hay una diferencia significativa entre blaremy blacuy: (p-valor 0,0928) ni
entre blasuy y blacwyvz (p-valor 0,6302), sin embargo, si se ha encontrado una diferencia
significativa entre blaremy blasyy con un p-valor de 0,0017, estos analisis se realizaron utilizando
como factor la carne, es decir si la muestras se trata de pollo o de cerdo. Mas informacién sobre
los analisis estadisticos realizado puede encontrarse en el Anexo Il.

Tabla 5. Numero de genes productores de betalactamasas detectados en las cepas aisladas

blarem blasyy blacwy:
Pollo 17 6 5
Cerdo 5 5 5
Total 22 11 10

4.4.2. Genes de resistencia a antibioticos carbapenémicos

La presencia de genes que sintetizan carbapenemasas ha sido estudia mediante la
realizacién de PCR multiplex detectando los genes blawe, blaoxa, blavim y blaxec sobre todas las
cepas extraidas.

En la tabla 6 se encuentran las detecciones obtenidas de los genes a estudio, las cepas
gue presentaron estos genes se encuentran en el Anexo Il. Solo se ha detectado el gen blawe en
una de las cepas proveniente de chuleta de aguja de cerdo, no siendo significativa esta diferencia
entre pollo y cerdo (p-valor 0,1667). Para blaoxa se han detectado 3 cepas, 2 provenientes de
cerdo y una de pollo, mientras que para blavim también se han detectado en 3 cepas, 2 de pollo
y una de cerdo. Para ninguno de estos genes la diferencia entre su presencia en muestras de
pollo y cerdo ha resultado ser significativa con un p-valor de 0,2317 y 0,9753 respectivamente.

Tabla 6. Numero de genes productores de carbapenemasas detectados en las cepas aisladas

blame blaoxa blayim blakec
Pollo 0 1 2 3
Cerdo 1 2 1 7
Total 1 3 3 10

Por ultimo, blaxec ha sido el gen mas detectado con un total de 10 positivos, 7 en cerdo
y 3 en pollo. Este es el Unico gen que ha presentado una diferencia significativa entre cerdo y
pollo con un p valor<0,05. Esto significa que existe una presencia mayor de blakec €n cerdo en
comparacién con el pollo, esta diferencia se puede ver mas visualmente en el grafico de medias
(Figura 8) en las medias de los dos grupos no solapan.
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Figura 8. Grafico de medias resultante del ANOVA simple realizado sobre el gen blaKPC

Tras un ANOVA multifactorial se ha determinado que no existe ninguna diferencia
significativa entre blampy blaoxa (p-valor de 0,6669), blawe y blavim (p valor de 0,9108), blawe vy
blakec (p-valor de 0,1125), blaoxa y blakec (p-valor de 0,3769) y blayimy blakec (p-valor de 0,8684).
Mientras que entre blao, y blaviv si que existe una diferencia significativa con un p-valor de
0,0072, todos estos andlisis se realizaron utilizando la carne como factor, es decir pollo o cerdo.
Mas informacidn sobre los andlisis estadisticos realizado puede encontrarse en el Anexo |l.

4.4.3. Genes de resistencia a quinolonas.

Los genes detectados mediante la PCR multiplex son Qnr A, Qnr By Qnr S, los cuales
incluyen a varias variantes de los genes debido a que contienen un motivo recurrente de cinco
aminodcidos en tdndem provocando variantes muy parecidas entre si pudiéndose amplificar con
solo un primer (Chavez-Jacobo et al., 2015).

Qnr S se ha detectado un total de 17 veces, 13 en polloy 4 en cerdo, pero esta diferencia
no ha sido significativa con un p-valor de 0,3022. En cuanto al gen Qnr B solo se ha detectado en
pollo para ser exactos en 11 cepas, esta diferencia si que ha sido significativa con un p-valor de
0,0096 (Figura 9) comprobado tras realizar un ANOVA simple, como se puede observar las
medias entre las muestras de pollo y cerdo para este gen no solapan en el grafico de medias. Por
ultimo, Qnr S se ha detectado en 27 cepas, 18 de pollo y 9 de cerdo, siendo esta diferencia no
significativa con un p-valor de 0,9107. Este gen es el que mas se ha detectado teniendo en cuenta
los 10 genes a estudiar entre todas las categorias (Tabla 7). Tampoco hay una diferencia
significativa entre estos genes con un p-valor de 0,1788 para Qnr Ay Qnr B; de 0,6425 para Qnr
Ay QnrSyde0,2034 para Qnr By Qnr S. Mas informacion sobre los andlisis estadisticos realizado
puede encontrarse en el Anexo |lI.

Tabla 7. Numero de genes de resistencia a quinolonas detectados

Qnr A Qnr B QnrS
Pollo 13 11 18
Cerdo 4 0 9
Total 17 11 27
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Figura 9. Grafico de medias obtenido del ANOVA simple realizado sobre el gen Qnr B

Ademds de los ANOVA realizados con el tipo de carne como factor también se han
realizado con la especie como factor debido a que se esta observando un gran aumento en la
presencia de resistencia contra quinolonas en E. coli debido al uso tanto en el ambito sanitario
humano como el veterinario lo que llevaria a la aparicion de estas cepas resistentes en animales
utilizados para la alimentacién pudiendo transmitirse a humanos y que los tratamientos
utilizados actualmente no sean efectivos (Webber & Piddock, 2001). Por lo que estos analisis se
han realizado para observar si hay un aumento en E. coli con respecto al resto de cepas aisladas.
Los resultados obtenidos demuestran que no existe ninguna diferencia significativa entre las
especies. Aunque si que se ha observado un nimero elevado de E. coli que ha presentado alguno
de estos genes de resistencia. Un 87,88% de las E. coli aisladas presentaban estos genes. Es por
lo que la vigilancia de las resistencias antibidticas en estos productos es necesaria, ya que pueden
ser vehiculo en la dispersion de las mismas.

4.4.4. Frecuencia de los genes estudiados.

Todos los genes estudiados estaban representados en las muestras (Figura 10).
Comparando entre familias de resistencias, los genes de quinolonas fueron los mas detectados,
seguidos de los productores de betalactamasas y por ultimo los genes productores de
carbapenemasas. Los genes mas destacados fueron Qnr S con casi un 35% de frecuencia y blarem
con mas de un 25% de frecuencia.

El aumento en la resistencia frente a quinolonas en muestras procedentes
especialmente de pollo, donde se dan la mayor parte de las resistencias, puede estar causada
por el uso de fluoroquinolonas como Enrofloxacino en animales enfermos (AEMPS, 2023).

El hecho de que el segundo gen mas detectado sea blarem es acorde con el resultado del
estudio realizado por (Lui et al., 2022) en el cual la frecuencia de este gen es del 100% en pollo
y del 99% en carnes de cerdo, todas ellas comercializadas en China. Mientras que la frecuencia
de otros genes como blaoxa y blasysymas baja no superando el 35% para blaoxay el 4% para blasuy,
correspondiendo estos resultados con los obtenidos en nuestro estudio debido a la menor
presencia de estos genes en comparacion con blarsy aunque con una mayor presencia de blasyy
en comparacion con blaoxa.

Aunque una mayor frecuencia de los genes de la familia de productores de
carbapenemasas no constituye una ocurrencia habitual. Un estudio realizado en Corea sobre
muestras de pollo indica que la frecuencia para los productores de betalactamasas se situa en
un 10% mientras que no se puedo detectar ninguna cepa productora de carbapenemasas en este
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estudio sobre E. coli (Kim et al., 2021). En nuestro estudio hay presencia de ambas familias en
una frecuencia mas elevada, pero siguen la tendencia de menor aparicion de genes de
resistencia frente a carbapenémicos.
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bla TEM blaSHV blaCMY2 blaIMP blaOXA blaViIM  bla KPC Qnr A QnrB Qnr 5
M Negativos 73,81%  86,90%  88,10% 98,73% 96,20% 96,20% 87,34%  78,48%  86,08%  6582%
M Positivos 26,19% 13,10% 11,90% 1,27% 3,80% 3,80% 12,66% 21,52% 13,92%  34,18%

Figura 10. Frecuencia de la deteccion de los genes estudiados

4.4.5. Patrones de resistencia

Se han detectado 31 patrones de resistencia diferentes (Tabla 8), 24 de ellos han
presentado mds de un gen de resistencia. De estos 31 patrones, 20 presentan genes de
diferentes familias dentro de la misma cepa. Un total de 60 cepas (75,95%) han manifestado
genes de resistencia mientras que 25 (31,64%) han mostrado un solo gen de resistencia y 36
cepas (45,47%) mas de un gen de resistencia. Un 39,24% de los aislados presentan 2 o mas
familias de las familias de los genes aislados por lo que presentan desde el punto de vista
genético multirresitencia.

Se han aislado un total de 3 cepas con genes de las tres familias, todo con diferentes
patrones, una de ellas presenta hasta 4 genes de resistencia. Todas ellas fueron aisladas del
medio ESBL. La cepa que presentan 4 genes de resistencia se trata de Stenotrophomonas
maltophilia (C12E2), patdégeno oportunista ya mencionado y en 2012 ya era considerada una
bacteria multirresistente emergente (Brooke, 2012).
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Tabla 8. Patrones de resistencia de las cepas aisladas

Numero de
genes de Numero de

resistencia Patrones de resistencia cepas Cepas
1 blarem 2 C22 -1b2; C26-2.2
1 blacwy:z 4 C13E1; C15Mc+C; C17E1;C25Mc+C1
1 blaoxa 1 C26T
1 blakec 2 C21Mc+(C;C23-12.3
1 QnrA 5 C26-1.1; C26-1.2; C26-3.1; C27 -1.1
1 Qnr B 5 C22 Mc + C; C24E1; C27T,; C28E4; C30-1.1
1 Qnrs 5 C12E1; C20-1.2; C20-1b1; C23-11.1; C27R
2 blazey, blasyy 2 C10TSal 2, C11T Sal

C18 Mc+C; C20-1.1; C20-3; C22 -1.1; C22

2 bIOTEI\/l, Qnr$S 6 -1a2; C25 -2
2 b/CIsf-/v, b/CICMyz 1 C25Mc+C2
2 b/GCMyz, b/CIKpc 1 C10E1

2 blacwys, Qnr S 2 C12-1;C17-1
2 b/G/MP, Qan 1 cC29MC+C1
2 b/va/l, Qan 1 C9.2 Mc+C

2 blaxec, Qnr S 1 C23-11.2

2 bIClKPc, Qnr A 1 C25-1

2 QnrA, QnrS 1 C23-2

2 Qnr B, Qnr S 1 C30E3

3 blaren, blasyy Qnr B 2 C5E3; C6E3

3 blaren, blaswy, Qnr A 2 C26-2.1;C26-3.2
3 b/GTE/\/l, b/asyv, bIGKPc 1 C10T Sal 1

3 bIGTE/w, b/av//\//, Qan 1 C16E1

3 bIGTE/w, b/GCMyz, b/CIKpc 1 C26R1

3 blarem, Qnr A, QnrS 3 C16-1.1; C16 -1.2; C16 -2
3 blamem, Qnr A, Qnr B 1 C30-1.2

3 blaswy, Qnr B, QnrS 1 C5E1

3 b/GSHV, b/ac/v/yz, Qnr B 1 C17 -3

3 blaswy, blaxec, Qnr A 1 C25E2

3 blaoxs, Qnr A, Qnr S 1 C29-1

3 blakec, Qnr A, QnrS 2 C27E1; C27-1.2
4 b/arg/w, b/GOXA, b/Gv/M, QnrS 1 C12E2

4.5. Cepas aisladas pertenecientes a la lista de patogenos prioritarios de la

omS

En 2017, la OMS publicé una lista de patdégenos prioritarios para la I+D de nuevos
antibidticos. En esta lista estos patdgenos se dividen en 3 prioridades: Critica, Elevada y Media

(OMS, 2017).

En la prioridad 1 o critica se incluyen aquellas Acinetobacter baumanii resistentes a los

carbapenémicos,

Pseudomonas aeruginosa,

resistentes a

los carbapenémicos y las
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Enterobacteriaceae resistente a carbapenémicas productoras de betalactamasas de espectro
extendido. En nuestro estudio, 2 de las 8 Acinetobacter baumanii aisladas presentan un gen de
resistencia frente a carbapenémicos, C9.2 Mc + C con blaym procedente de carne picada de pollo
y C21 Mc + M con blakecaislada de una muestra de tacos de cerdo.

Entre las Enterobacteriaceae se encuentran géneros como Klebsiella, Serratia y Proteus
al igual que la especie E. coli. Ninguna de las E. coli aisladas presentan tanto genes frente a
carbapenémicos como de productores de betalactamasas. En cuanto al género Klebsiella, de las
dos especies aisladas solo una presenta amabas familias de genes, una cepa de Klebsiella
pneumoniae en la que se detectaron blacuwyvzy blakec. Se aislaron 5 especies diferentes del género
Serratia, de las cuales C16E1, Serratia fonticola, procedente de cuarto trasero de pollo presenta
tanto blarem como blaviv; y C25E2, Serratia liquifaciens, en la cual se detectaron blasuy y blakec,
esta muestra proviene de un preparado para estofado de cerdo. Por ultimo, del género Proteus
se aislaron 5 Proteus mirabilis pero ninguna presenta genes de resistencias frente a antibidticos
B-lactamicos y solo una de ellas presenta un gen contra carbapenémicos.
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5. Conclusiones

En este estudio se han detectado un total de 22 especies diferentes, mayoritariamente
E. coli, especie cuya patogenicidad depende del serotipo aislado por lo que no se puede
determinar la potencial patogenicidad de las cepas aisladas, sin embargo, desde la perspectiva
de la deteccién de genes de resistencia solo 5 de los 36 aislados no presentaron estos genes por
lo que, aunque se trataran de serotipos enteropatogénicos o enterotoxigénicos menos graves
gue enterohemorragicos y enteroinvasivos, podrian igualmente suponer un gran problema si no
hubiera opciones para su tratamiento antibidtico sobretodo en personas
inmunocomprometidas y nifios.

La segunda especie mas aislada fue Acinetobacter baumanii, patégeno critico para la
OMS debido a la aparicion de cepas resistentes a carbapenémicos, genes que han sido
detectados entre estas cepas aisladas, es un resultado preocupante sobre todo si hay
contaminacion cruzada o la carne no fuera cocinada adecuadamente.

El consumo de estas carnes no cocinadas de forma adecuada supone un riesgo para el
consumidor, no solo por la infeccidn que podria causar un patégeno presente, sino debido a que
este prondstico empeora debido a la gran posibilidad de que la infeccién sea con una bacteria
resistente a carbapenémicos, cefalosporinas de 32 generacién o quinolonas debido a que un
75,95% de las cepas presentan al menos un gen de resistencia.

Con respecto a las diferencias entre las resistencias encontradas en pollo y en cerdo, solo
se ha determinado para dos de los genes estudiados, blaxec y Qnr B, teniendo un nimero de
genes detectado mas alto en cerdo que en pollo. Para los 8 genes restantes no se ha encontrado
diferencia significativa entre los tipos de muestra.

La aparicion de estos genes de resistencia en carnes no solo indica su papel como
vehiculo de cepas resistentes a antibidticos sino también la posibilidad de transferencia
horizontal de estos genes de especies no patdgenas a especies patdgenas que convivan en el
mismo ambiente, lo que conlleva la extensidon de estas resistencias, provocando un mayor
numero de infecciones debidas a bacterias resistentes.

La vigilancia de resistencias antibidticas y en especial de genes de resistencia a
antibidticos betalactdmicos como cefalosporinas de tercera generacién y carbapenémicos en el
contexto de One Health es un aspecto critico para entender la diseminacidn de estos genesy la
aparicion de resistencias a nivel global y encontrar mecanismos para evitar su dispersion y su
control.
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