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RESUMEN

Seguridad alimentaria: monitorizacion integrada de antibiorresistencias (RAM)

En un mundo en el cual la revolucion de la inteligencia artificial parece que va a
cambiarlo todo, la pandemia silenciosa de la resistencia a los antimicrobianos constituye,

junto con el cambio climatico, una de las mayores amenazas para la humanidad.

De hecho, los retos de la lucha contra el calentamiento global y la RAM estan
estrechamente ligados. Por eso, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) establece
que prioridades como estas o la seguridad alimentaria deben ser abordadas bajo un
enfoque One Health para mantener el equilibrio de los ecosistemas. Esta perspectiva se

basa en que la salud humana, animal y ambiental estan totalmente interrelacionadas.

Los animales son reservorios de microorganismos zoonosicos y/o resistentes a los
antimicrobianos, y los alimentos actian como vehiculos transmisores de los mismos. En
este sentido, el jabali (Sus scrofa) es una especie centinela ideal debido a su creciente
abundancia, distribucion y relevancia epidemioldgica, por su cercania a medios urbanos
y rurales. Ademas, constituye una fuente de carne de caza, un habito gastronémico cada
vez mas popular, cuya calidad microbiologica, en base a los resultados del presente

trabajo, fue insatisfactoria en el 20 % de los alimentos.

En este estudio se analizaron 29 muestras de carne de jabali. Dos de ellas (6,9 %)
resultaron portadoras de sendos patotipos de Escherichia coli potencialmente patdégenos,
EPEC y ExPEC, apuntando a un posible origen humano en la manipulaciéon. Ademas, un
27,6 % fueron positivas para la recuperacion de Klebsiella pneumoniae. El estudio de
resistencia mediante PCR y el método de difusion disco-placa también determind que un
20,7 % de los alimentos portaban E. coli multirresistentes (MDR) y que el 10,3 % eran

positivos para E. coli productoras de betalactamasas de espectro extendido (BLEE).

En conclusion, la carne de jabali puede ser fuente de enterobacterias de riesgo para
el consumidor, como E. coli productoras de BLEE y K. pneumoniae. Asi pues, deberian
incluirse las carnes de caza en los programas de control de bacterias resistentes,

informando sobre su correcta manipulacion para garantizar la seguridad alimentaria.

Palabras clave: Enterobacteriaceae, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Una Sola

Salud, Sus scrofa, caza, seguridad alimentaria, RAM, BLEE, EPEC.
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RESUMO

Seguridade alimentaria: monitorizacion integrada de antibiorresistencias (RAM)

Nun mundo no cal a revolucion da intelixencia artificial parece que vai mudalo
todo, a pandemia silenciosa da resistencia aos antimicrobianos constitiie, xunto co cambio

climatico, unha das maiores ameazas para a humanidade.

De feito, os retos da loita contra o quecemento global e a RAM estan estreitamente
vencellados. Por iso, a Organizacion Mundial da Satide (OMS) establece que prioridades
como estas ou a seguridade alimentaria deben ser abordadas baixo un enfoque One Health
para manter o equilibrio dos ecosistemas. Esta perspectiva baséase en que a satde

humana, animal ¢ ambiental estan totalmente interrelacionadas.

Os animais son reservorios de microorganismos zoondsicos e/ou resistentes aos
antimicrobianos, e os alimentos actiian como vehiculos transmisores dos mesmos. Neste
sentido, o xabaril (Sus scrofa) é unha especie sentinela ideal debido 4 stia crecente
abundancia, distribucion e relevancia epidemioldxica, pola stua proximidade a medios
urbanos e rurais. Ademais, constitiie unha fonte de carne de caza, un habito gastronomico
cada vez mais popular, cuxa calidade microbioloxica, en base aos resultados do presente

traballo, foi insatisfactoria no 20 % dos alimentos.

Neste estudo analizaronse 29 mostras de carne de xabaril. Dtas delas (6,9 %)
resultaron portadoras de senllos patotipos de Escherichia coli potencialmente patdxenos,
EPEC e ExPEC, apuntando a unha posible orixe humana na manipulacion. Ademais, un
27,6 % foron positivas para a recuperacion de Klebsiella pneumoniae. O estudo de
resistencia mediante PCR e o método de difusion disco-placa tamén determinou que un
20,7 % dos alimentos portaban E. coli multirresistentes (MDR), e que o 10,3 % eran

positivos para E. coli produtoras de betalactamasas de espectro estendido (BLEE).

En conclusion, a carne de xabaril pode ser fonte de enterobacterias de risco para
o consumidor, como E. coli produtoras de BLEE e K. pneumoniae. Asi pois, deberian
incluirse as carnes de caza nos programas de control de bacterias resistentes, informando

sobre a stia correcta manipulacion para garantir a seguridade alimentaria.

Palabras clave: Enterobacteriaceae, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Unha Soa

Saude, Sus scrofa, caza, seguridade alimentaria, RAM, BLEE, EPEC.
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ABSTRACT

Food safety: integrated monitoring of antimicrobial resistance (AMR)

In a world where the artificial intelligence revolution looks set to change
everything, the silent pandemic of antimicrobial resistance is, along with climate change,

one of the greatest threats to humanity.

In fact, the challenges of combating global warming and AMR are closely linked.
This is why the World Health Organisation (WHO) states that priorities such as these or
food security must be addressed under a One Health approach to maintain the ecosystems
balance. This perspective is based on the fact that human, animal and environmental

health are totally interrelated.

Animals are reservoirs of zoonotic and/or antimicrobial resistant microorganisms,
and food acts as a vehicle for their transmission. In this respect, wild boar (Sus scrofa) is
an ideal sentinel species due to its increasing abundance, distribution and epidemiological
relevance, because of its proximity to urban and rural environments. Moreover, it is a
source of game meat, an increasingly popular gastronomic habit, whose microbiological
quality, based on the results of the present work, was unsatisfactory in 20 % of the

foodstuffs.

In this study, 29 samples of wild boar meat were analysed. Two of them (6,9 %)
were found to carry both potentially pathogenic Escherichia coli pathotypes, EPEC and
ExXPEC, pointing to a possible human origin in the handling. In addition, 27,6 % were
positive for Klebsiella pneumoniae recovery. The resistance study by PCR and the disc-
plate diffusion method also determined that 20,7 % of the food carried multidrug-resistant
(MDR) E. coli, and that 10,3 % were positive for extended-spectrum beta-lactamase

(ESBL)-producing E. coli.

In conclusion, wild boar meat may be a source of dangerous enterobacteria for the
consumer, such as ESBL-producing E. coli and K. pneumoniae. Therefore, game meats
should be included in control programmes for resistant bacteria and information on proper

handling should be provided to ensure food safety.

Keywords: Enterobacteriaceae, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, One Health,

Sus scrofa, hunting, food safety, AMR, ESBL, EPEC.
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Perfil de resistencia
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Figura 1. Resumen grafico de “Seguridad alimentaria: monitorizacién integrada de antibiorresistencias
(RAM)” (Creado con BioRender.com).
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1. INTRODUCCION

Pese a que durante los afios de la pandemia la COVID-19 desplazé su atencion,
uno de los mayores desafios a los que se enfrenta la ciencia en la actualidad es el de las
resistencias a antimicrobianos (RAM), una problematica de la cual parecen ser cada vez
mas conscientes tanto la sociedad en general, como las administraciones publicas en
particular, y que debe aunar los esfuerzos de expertos de diferentes dmbitos, incluido el

de la bioquimica y la biologia molecular, para poder buscar soluciones urgentes.

El mejor ejemplo de esta transversalidad e integracion lo constituye el enfoque
One Health, cuya definicion ha sido establecida por parte del cuatripartito, compuesto
por la Organizacién de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO),
la Organizaciéon Mundial de Salud Animal (OMSA) y la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS), junto con el Programa de las Naciones Unidas para el Medio Ambiente
(PNUMA). Todos ellos, bajo la perspectiva de una sola salud, buscan interpelar a
multiples sectores en la lucha contra enfermedades y amenazas para la salud publica como
¢ésta, de forma coordinada, procurando un equilibrio entre la salud de los animales, las
personas y los ecosistemas, al tiempo que se promueve un desarrollo sostenible (WHO,

2021).

1.1. La resistencia a los antimicrobianos (RAM)

Los antimicrobianos son sustancias naturales, sintéticas o semisintéticas,
utilizadas para matar microorganismos (bactericidas) o para frenar su crecimiento y
multiplicacion (bacteriostaticos). En general, los antimicrobianos pueden clasificarse
como antibidticos o quimioterdpicos, segin sean de origen natural o sintético,
respectivamente, aunque en este trabajo se englobaran todos ellos bajo el término de

antibiotico (Torres et al., 2020).

Desde el descubrimiento accidental de la penicilina gracias al Dr. Fleming en
1928, se inici6 una edad dorada durante la cual el descubrimiento de moléculas y el
desarrollo de nuevos compuestos han salvado millones de vidas, revolucionando por
completo la medicina moderna y permitiendo tratar enfermedades infecciosas para las
cuales no existia tratamiento hasta el momento. Sin embargo, ya al poco de su
introduccion, comenzaron a detectarse mecanismos de resistencia que hacian que algunas

cepas no fuesen sensibles al agente antimicrobiano en cuestion (Hutchings et al., 2019).
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En este sentido, la RAM es la capacidad, intrinseca o adquirida, de algunos
microorganismos para evadir los efectos de antibidticos destinados a su eliminacion. Este
proceso se ve acelerado por la seleccion natural, de forma paralela a una utilizacion
incorrecta, y en muchas ocasiones excesiva, de estos firmacos en la medicina humana y

veterinaria durante los Ultimos afos.

Para establecer una clasificacion consensuada y universal de los microorganismos
resistentes, estos se han dividido en tres categorias, segun las cuales las bacterias pueden
ser multirresistentes (MDR, del inglés multidrug-resistance), extensamente resistentes
(XDR, del inglés extensively-drug-resistance) o panresistentes (PDR, del inglés pandrug-
resistance). Las MDR muestran resistencia a al menos un antibidtico en tres categorias
distintas; las XDR a al menos un antibiotico en todos los grupos excepto en uno o dos de
ellos; y las PDR se caracterizan por la pérdida de sensibilidad a por lo menos un
antibidtico de todas las categorias habitualmente utilizadas en el tratamiento de la bacteria

considerada (Jiménez Pearson et al., 2019; Magiorakos et al., 2012).

Contextualizando la problematica con datos, las bacterias resistentes causaron en
el afio 2023 veinte veces mas muertes que los accidentes de trafico en Espafia, esto es
23.000 fallecidos, de acuerdo con un estudio multihospitalario (SEIMC-BMR, 2023) de
la Sociedad Espafiola de Enfermedades Infecciosas y Microbiologia Médica (SEIMC); y
la OMS prevé que en el 2050 sean responsables de 10 millones de fallecimientos anuales
a nivel mundial, convirtiéndose en la primera causa de muerte, por delante del cancer
(O’Neill, 2016). Estas cifras dan una idea de la magnitud de un problema que conlleva,
ademads, importantes costes sanitarios y econdmicos para los sistemas de salud y el
Producto Interior Bruto (PIB) de todo el mundo. De hecho, segun los expertos, estamos

a punto de entrar en la era post-antibidtica.

Por todo lo anterior, la OMS sitlia la RAM entre las diez mayores amenazas de
salud publica para la humanidad (WHO, 2021). En la Unién Europea (UE) trabajan
conjuntamente la Agencia Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA), la Agencia
Europea del Medicamento (EMA) y el Centro Europeo para la Prevencion y el Control
de Enfermedades (ECDC) en la monitorizacién y elaboracion de informes sobre la
evolucion del consumo de antibioticos y de la RAM en los 27 Estados miembros. En
Espana, en 2014, desde la Agencia Espafiola de Medicamentos y Productos Sanitarios
(AEMPS), se lanza el Plan Nacional frente a la Resistencia a los Antibiéticos (PRAN)

en respuesta a las recomendaciones de las instituciones comunitarias de crear un plan de

12
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accion en cada pais para combatir esta problematica. A través de una serie de lineas
estratégicas, que van desde la vigilancia hasta la investigacién, pasando por la
comunicacion y la divulgacion, trata de coordinar los esfuerzos de todas las comunidades

autonomas (CCAA), varios ministerios y numerosas sociedades cientificas.

1.1.1. Principales familias de antibidticos y mecanismos de resistencia

Las resistencias a los antibioticos detectadas en bacterias pueden ser intrinsecas,
si son inherentes a las propiedades y estructura del microorganismo; adquiridas, si son
consecuencia de mutaciones o de una transferencia genética horizontal (por
transformacion, transduccion o conjugacion), mediada por plasmidos, transposones o
integrones; y adaptativas, si se producen en respuesta a estimulos ambientales como
cambios en el pH y son transitorias. Este ultimo tipo de resistencia a antimicrobianos se
cree que podria ser causado por modificaciones epigenéticas tales como metilaciones del

ADN (Munita & Arias, 2016).

Algunos de los principales mecanismos de resistencia de las bacterias son (Van

Hoek et al., 2011):

- Destruccion o modificacion enzimatica del antibiotico.

- Reduccion de la concentracion intracelular del antibidtico por disminucion de
la permeabilidad o bombas de eflujo.

- Alteracion de la diana del antibidtico por mutaciones o modificacion
enzimatica.

- Sobreproduccion de la diana del antibiotico.

- Utilizacion de vias metabolicas alternativas a las inhibidas por el antibidtico.

No obstante, existe otra forma de resistencia antimicrobiana conocida como
biopeliculas o biofilms, consistente en estructuras bacterianas que se adhieren a
diferentes superficies naturales o de instrumentos médicos. En el interior de estas
estructuras se forma una matriz extracelular conformada por proteinas, ADN y
exopolisacaridos. Este complejo entramado tridimensional, en el cual se mantienen las
bacterias en estado latente, hace muy dificil la penetrancia, difusion y accion del
antibiotico dentro de la misma. Es por eso por lo que se dice que la capacidad de algunos
microorganismos de agregarse en forma de biofilms constituye un factor de virulencia en

infecciones humanas y animales (Rabin et al., 2015).

13
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Las biopeliculas también representan un problema importante en la industria
alimentaria ya que proporcionan a las bacterias una proteccion fisica frente a

desinfectantes y aumentan el riesgo de contaminaciones cruzadas entre alimentos.
1.1.1.1.  Categorizacion de antimicrobianos

Entre las principales familias de antibidticos se encuentran los aminoglucésidos,
los betalactamicos, el cloranfenicol, las quinolonas y fluoroquinolonas, las sulfonamidas,

el trimetoprim, las tetraciclinas y las polimixinas (Hutchings et al., 2019).

De entre las anteriores, la de los betalactamicos (Tabla 1) es, sin duda, la mas
utilizada por su amplio espectro, baja toxicidad y gran eficacia. Estos presentan un anillo
betalactdmico en su estructura y funcionan inhibiendo la sintesis del peptidoglucano de
la pared celular en bacterias Gram-positivas y Gram-negativas, al unirse a las enzimas
conocidas como proteinas fijadoras de betalactdmicos (penicilin-binding proteins, PBP),
inhibiendo su actividad. De esta forma, las bacterias, al no poder sintetizar correctamente
su pared, quedan expuestas y mueren por cambios en la presion osmoética (Bush &

Bradford, 2016).

Ampicilina Amoxicilina
Penicilinas
Cloxacilina Piperacilina
12 generacion Cefazolina
22 generacion Cefuroxima
Cefalosporinas
e 3?2 generacion Cefotaxima
Betalactamicos
42 generacion Cefepima
Carbapenemas Ertapenem | Imipenem | Meropenem
Monobactamicos Aztreonam
" Acido
Inhibidores de betalactamasas .. Sulbactam | Tazobactam
clavulanico

Tabla 1. Principales categorias de antibidticos betalactamicos (Elaboracion propia).

Otra de las causas detras de la problematica de la RAM, radica en el estancamiento
en el desarrollo de nuevos antibioticos, por motivos de diversa indole, entre los que se
encuentran la ausencia de rentabilidad para las grandes farmacéuticas y la dificultad de

identificar nuevas dianas con potencial terapéutico en los microorganismos. En este
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sentido, parecen esperanzadoras las posibilidades que ofrecen los avances de la
inteligencia artificial (IA) en el desarrollo de nuevos antibioticos in silico, monitorizando
tanto la actividad antimicrobiana como la generacion de posibles resistencias (Melo et

al., 2021).

Debido a esta disminucion en la comercializacion de nuevos farmacos, desde las
autoridades sanitarias se establecen varios niveles, en actualizacion constante, para un uso
racional de los antibidticos existentes. Asi, por ejemplo, la OMS publicé una
actualizacion en febrero de este afio de la lista de los antimicrobianos prioritarios desde
el punto de vista terapéutico en medicina humana (WHO, 2024). Por su parte, este
organismo internacional también clasifica los de sanidad humana en tres grupos siguiendo
la herramienta AWaRe: antibidticos de acceso, antibioticos bajo vigilancia y antibioticos
de reserva (OMS, 2023). Asimismo, la EMA establecié una categorizacién pensando en
el uso en veterinaria estableciendo cuatro categorias: A, B, C y D. Los del primer grupo
son los no autorizados para uso veterinario; los del grupo B son de uso restringido; en el
C se incluyen aquellos que han de usarse con precaucion y, por tltimo, en la categoria D

aquellos de primera linea, que deben usarse de forma prudente (EMA, 2020).
1.1.1.2.  Betalactamasas

Laresistencia a los antibioticos betalactamicos incluye algunos de los mecanismos
citados anteriormente, si bien, el principal, sobre todo en bacterias Gram-negativas y
enterobacterias, es el enzimatico, consistente en la produccion de betalactamasas que

hidrolizan el anillo betalactdmico de esta familia de antibidticos (Figura 2).

Estas enzimas se clasifican en cuatro grandes grupos: A, B, C, D. Tanto A, como
C y D, son serina-betalactamasas; mientras que las B son metalo-betalactamasas, que
necesitan Zinc para su funcionamiento. Sin embargo, las mas importantes son las

betalactamasas de espectro extendido (BLEE), las de tipo AmpC y las carbapenemasas.

Las BLEE se caracterizan por otorgar resistencia a penicilinas y cefalosporinas,
incluso a las de tercera y cuarta generacion. Pueden ser de tipo TEM, SHV, CTX-M y
OXA. Las CTX-M son efectivas frente a cefalosporinas de 3* generacion y existen
muchas variantes, divididas en grupo 1 y grupo 9, desigualmente distribuidas por todo el
mundo. Un rasgo compartido por todas las BLEE es su inactivacion por inhibidores como
el acido clavulanico, que debido a su similitud estructural con los betalactdmicos se une

de forma irreversible al sitio activo de la enzima impidiendo la inactivacion del
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antimicrobiano. La mayoria de las betalactamasas son de naturaleza plasmidica, aunque

hay microorganismos que producen betalactamasas cromosémicas (Canton et al., 2002).

Por su parte, las AmpC o cefalosporinasas, son serina-betalactamasas. No son
inhibidas por los inhibidores clasicos de betalactamasas y act@ian sobre penicilinas, y
cefalosporinas de primera, segunda y tercera generacion. No responden, sin embargo, ante

cefalosporinas de cuarta generacion ni carbapenemes.

En cuanto a las carbapenemasas, estas son enzimas muy versatiles que
hidrolizan, ademas de a los carbapenémicos, a practicamente todos los betalactamicos.
Cabe destacar que los carbapenemes son considerados antibidticos de tultima linea
terapéutica, utilizados para tratar infecciones insensibles frente a otros antibidticos, por
lo que la vigilancia de cepas de enterobacterias productoras de estas enzimas es

fundamental (Del Valle Martinez Rojas, 2009).

R_ _O R_ _O R_ _O
CHs p-Lactamase S CHs _ CO, S CHs
N CHy — > O HN CHs > HN CH3
O H OH H H
OH OH
d o o

Figura 2. Modo de accion de las betalactamasas (Licencia Creative Commons).

1.2. Papel de los alimentos en la transmision de RAM

Las enfermedades zoonésicas son aquellas causadas por infecciones que se
propagan entre animales y humanos. Algunas se transmiten a través alimentos y/o agua
contaminados con bacterias, virus o parasitos que colonizan el tracto gastrointestinal

pudiendo desencadenar graves patologias. (EFSA, 2023).

Muchos de estos microorganismos forman parte de la microbiota intestinal de
animales destinados al consumo humano, pero también pueden ser el resultado de
contaminaciones producidas en distintos puntos de la cadena alimentaria (en las granjas,
durante el transporte, el procesado, la preparacion...), o propagados a través del medio
ambiente debido a una contaminacion fecal del agua, los piensos o los fertilizantes

(Koutsoumanis et al., 2021).

No obstante, el peligro no estd solamente ocasionado por bacterias patdégenas y/o

multirresistentes causantes de infecciones alimentarias, sino también por la posibilidad
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de que éstas transfieran genes de resistencia a las bacterias comensales de la microbiota

del hospedador al entrar en contacto con ellas (CDC, 2024).

Pero si la RAM es una amenaza importante para la salud ptblica global, entender
su relacion con la seguridad alimentaria es fundamental para poder abordar el problema
en toda su dimension. A factores como el de la disminucién en el descubrimiento de
nuevos antibioticos, o el de su utilizacién incorrecta y excesiva, hay que afiadir otros
como el modelo de produccion intensiva que puede favorecer la diseminacion bacteriana;
y los cambios en los héabitos de consumo (demanda creciente de comida rapida o
precocinada), que conllevan riesgos debido a una conservacion incorrecta, tiempos de

cocinado inadecuados o la aparicion de contaminaciones cruzadas (Diaz Jiménez, 2021).

Ademas, el hecho de que haya un mercado global de productos agricolas o
carnicos procedentes de zonas de menor seguridad alimentaria, favorece también la

dispersion de cepas resistentes (Campos et al., 2018).

1.2.1. Controles en carne de caza

Uno de los objetivos principales del enfoque One Health es el de establecer un
sistema de vigilancia de RAM tanto en humanos, como en animales salvajes y de granjas,
ademads de en el medio ambiente. Esto es especialmente relevante en el escenario actual,
marcado por la creciente fragmentacion de los habitats naturales por la accion del hombre.
Practicas como la deforestacion y la urbanizacioén provocan que la fauna silvestre esté en
contacto de forma cada vez mas estrecha con las personas y su ganado, incrementando la

probabilidad de transmision de RAM entre unas poblaciones y otras (Torres et al., 2020).

En Espaia, la deteccion de RAM en carnes comercializadas en supermercados
estd monitorizada por el Plan Nacional de Control Oficial de la Cadena Alimentaria
(PNCOCA 2021-2025), que incluye mataderos, salas de manipulacion de caza y salas de
tratamiento de reses de lidia (AESAN, 2022). No obstante, no ocurre lo mismo con carnes
de especies cinegéticas como el corzo, el jabali o la liebre destinadas al autoconsumo, lo

cual es habitual en muchas regiones espafiolas.

Precisamente, el jabali (Sus scrofa), mamifero de la familia de los suidos, se
postula como una centinela ideal en la monitorizacion de RAM, puesto que hasta el
momento no se han analizado en profundidad los posibles riesgos que entrafia su consumo
ni su potencial en la transmision de RAM. Del mismo modo, el hecho de que se trate de

una especie silvestre en creciente expansion en toda Europa, que se mueve entre entornos
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urbanos y rurales, y que no deberia estar sometida a tratamiento con antibioticos, la
convierte en el vinculo perfecto entre los tres compartimentos que encierra One Health:
el medio ambiente, los humanos y los animales (Torres et al., 2020). Buena prueba de
esto es el hecho de que algunas publicaciones muestran que apenas existen diferencias en
la prevalencia de cepas RAM entre carnes de especies domésticas y salvajes como cerdos

y jabalies (Rega et al., 2022).

Como se indica en el parrafo anterior, las poblaciones de este mamifero estan
aumentando en todo el continente, siendo este incremento especialmente notable en
Espafia, donde ya hay mas de un millon, cifra que podria duplicarse en 2025 segun los
expertos. Buena prueba de esto es la reciente declaracion de la emergencia cinegética en
248 ayuntamientos gallegos por parte de la Xunta de Galicia para la temporada
2023/2024, estableciendo la caza sin limites del jabali con el objetivo de evitar dafios en
los cultivos, accidentes de trafico o la transmision de enfermedades como la peste porcina
africana, que son algunos de los principales perjuicios que causa su sobrepoblacion
(Resolucion de 6 de septiembre de 2023, de la Jefatura Territorial de Lugo, por la que se
declara la emergencia cinegética temporal por los dafios ocasionados por el jabali en las
comarcas de Os Ancares, Chantada, Lugo, A Marifa Central, A Marifia Occidental, A

Marifia Oriental, Sarria, Terra Cha y Terra de Lemos).

1.3. Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae

Tanto E. coli como K. pneumoniae son especies de bacterias Gram-negativas y
anaerobias facultativas con forma de bacilo, pertenecientes a la familia de las
enterobacterias. Ambas se pueden encontrar en la microbiota del tracto gastrointestinal
de organismos sanos. No obstante, en ocasiones se pueden producir alteraciones y
desequilibrios conocidos como disbiosis, asi como infecciones en otras zonas del cuerpo.
Muchas de ellas son dificiles de tratar por la elevada cantidad de RAM, tanto intrinsecas

como adquiridas, que podemos encontrar en estas especies.

1.3.1. E. coli

E. coli fue descrita por primera vez en 1885 por el pediatra aleman Theodor Von
Escherich, a quien debe su nombre. Sus células pueden ser motiles o no, dependiendo de
la produccion de flagelos. El hecho de que se encuentre en el tracto gastrointestinal de
vertebrados, donde interviene en la sintesis de vitamina K o en la activacion del sistema

inmune, hace que su presencia en aguas o alimentos se utilice como un indicativo de

18



UNIVERSIDADE
DE SANTIAGO

DE COMPOSTELA PablO Gallego Arias

contaminacion fecal. La clasificacion de las cepas de E. coli se ha realizado clasicamente
en funcion de serogrupos basados en el antigeno O (lipopolisacarido, LPS) y/o serotipos
definidos por una misma combinacién del antigeno O junto con el H (flagelo), y en

ocasiones el K (capsula) (Kaper et al., 2004).

Aunque hay muchas combinaciones posibles de los antigenos O:K:H, la mayoria
corresponden a cepas de E. coli inocuas e incluso beneficiosas y solo algunas se asocian
con determinados tipos patdgenos de E. coli, los cuales se pueden dividir en dos grandes
grupos: E. coli patogeno intestinal (INPEC) y E. coli patégeno extraintestinal
(ExPEC), dependiendo de si causan infecciones dentro o fuera del intestino,

respectivamente.

Dentro de cada uno de esos grupos de establecen diferentes patotipos (Tabla 2),
es decir, grupos de E. coli asociados a un cuadro patégeno definidos por factores de

virulencia especificos.

Dentro de los intestinales o diarreagénicos tenemos: E. coli verotoxigénico
(VTEC), E. coli enteropatogénico (EPEC), E. coli enterotoxigénico (ETEC), E. coli
enteroinvasivo (EIEC), E. coli enteroagregativo (EAEC), E. coli de adherencia difusa

(DAEC) y E. coli adherente-invasivo (AIEC).

Con respecto a los extraintestinales, estos se dividen en E. coli uropatogénicos
(UPEC), E. coli asociado con meningitis o sepsis (MNEC/SPEC) y E. coli patogénico
aviar (APEC).

Muchas de las cepas patdgenas de E. coli han desarrollado resistencias a los
antimicrobianos. Algunas, como es el caso de las pertenecientes al clon pandémico
ST131, incluso son responsables de la dispersion de BLEE. Este clon fue identificado en
2008 y hoy se considera el predominante entre las infecciones hospitalarias

extraintestinales multirresistentes a nivel mundial (Garcia-Menifio ef al., 2024).

En cualquier caso, més all4 de las variantes patogénicas de esta bacteria, su papel
de comensal en el tracto gastrointestinal de la mayoria de los vertebrados de sangre
caliente, muchos de los cuales estan destinados a la produccion, la convierte en un muy
buen indicador para la vigilancia de RAM, asociado ademas al ambito de la seguridad
alimentaria. De esta forma, al permitir monitorizar los genes de resistencia existentes, los
cuales pueden ser transferidos a bacterias patdgenas, se puede establecer un sistema de

deteccion fundamental para la salud ptblica y para la salud animal (EFSA, 2014).
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Patotipo

VTEC

Caracteristicas

Produccion de la citotoxina
conocida como shigatoxina o
verotoxina

Enfermedad

Sindrome urémico
hemolitico (SUH) y
colitis hemorragica

EPEC

Lesiones de adherencia y borrado
de microvellosidades en células
del epitelio intestinal

Diarrea infantil

ETEC

Produccion de enterotoxinas
labiles o estables al calor

Diarrea del viajero

EIEC

Cepas con capacidad de invasion
de las células intestinales

Diarrea acuosa y
disenteria

EAEC

Formacion de biofilm y adhesion
agregativa en enterocitos

Diarrea persistente
en nifios y adultos

DAEC

Adhesion difusa con formacion de
proyecciones celulares alrededor
de la bacteria

Diarrea aguda y
persistente en nifios

AIEC

Adhesion e invasion de células
del epitelio intestinal

Asociacion con
enfermedad de
Crohn

UPEC

Colonizacion del epitelio de la
vejiga desde areas periuretrales

Infecciones del tracto
urinario (ITU)

APEC

Sintomatologia respiratoria en
aves salvajes y domésticas.
Potencial zoondsico en humanos

Colibacilosis aviar

MNEC / SPEC

Propagacion a través de la
sangre hasta el SNC cruzando la
BHE

Meningitis neonatal y
sepsis

Tabla 2. Patotipos de E. coli. Adaptada de (Kaper et al., 2004) (SNC: Sistema nervioso central; BHE:

barrera hematoencefalica).

1.3.2. K. pneumoniae

K. pneumoniae fue nombrada asi en honor al microbidlogo aleman del siglo XIX

Edwin Klebs. En humanos esta presente de forma natural en el tracto gastrointestinal o

en la nasofaringe, pero también puede detectarse en el medio ambiente, en agua o en

suelos (Tartara, 2013).

Por otro lado, es uno de los patéogenos oportunistas mas habituales en el ambito

hospitalario, y es causante de infecciones nosocomiales y comunitarias tales como

neumonias, septicemias, infecciones del tracto urinario (ITU) o infecciones quirtrgicas
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que representan un problema creciente en todo el mundo, especialmente en los paises

asiaticos (Rodrigues et al., 2022).

Ademas, en relacion con la creciente preocupacion por la RAM, cabe destacar que
esta especie puede estar también presente en los alimentos. Y es que hay estudios recientes
que muestran que carnes de pollo, pavo o cerdo contaminadas con K. pneumoniae pueden
actuar como potenciales transmisoras de bacterias portadoras de genes de resistencia,
convirtiéndose en un riesgo importante para la salud publica (Riley, 2020; Silva-Bea et

al., 2024)

Con respecto, por ejemplo, a la produccién de BLEE, esta es una de las principales
enterobacterias productora de estas enzimas. Asimismo, la utilizacion incorrecta de
antibioticos como los carbapenémicos ha hecho que la resistencia de K. pneumoniae a
tratamientos de ultimo recurso como este se esté generalizando a varios paises. Es por eso
por lo que la OMS incluye a las K. pneumoniae resistentes a cefalosporinas de tercera
generacion y carbapenemasas entre los patdgenos de prioridad critica para los cuales es

necesario el desarrollo de nuevos antimicrobianos (WHO, 2024).

A todo lo anterior hay que afadir que, si bien, tradicionalmente se habian
clasificado los patotipos de K. pneumoniae en tres grupos mayoritarios -el clon
multirresistente (MDR) y el clon hipervirulento (hv), ademas del patotipo clasico
oportunista- en la actualidad han evolucionado de forma convergente hasta la emergencia
de cepas que son simultdneamente resistentes a multiples antibidticos e hipervirulentas
(Dong et al., 2022). Estas variantes estarian relacionadas con un fenotipo
hipermucoviscoso (HMV), caracterizado por la sobreproduccion de polisacaridos de la
capsula bacteriana, que, junto con la formacion de biopeliculas, constituye uno de los
principales factores de virulencia de Klebsiella spp. (Russo et al., 2011; Silva-Bea et al.,

2024).
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2. OBJETIVOS

El presente trabajo de fin de grado se ha realizado en el marco del Proyecto
Nacional PID2022-1430410B-100 financiado por MCIN/AEI/10.13039/501100011033/
y por FEDER “Una manera de hacer Europa”; titulado “Seguridad alimentaria:
monitorizacion integrada de antibiorresistencias y dianas de intervencion del medio
ambiente, a la granja y a la mesa”. En él se incluye el muestreo del jabali abatido en los
programas oficiales de control, y el de la carne de caza de jabali como centinela del flujo

de RAM.

La motivacion general del presente estudio fue evaluar la calidad microbioldgica
de la carne de jabali procedentes de la zona de la comarca de Oviedo (Asturias); asi como
la caracterizacion fenotipica y genotipica de las enterobacterias presentes y de su

resistoma.
Los objetivos especificos de este proyecto fueron:

1. Recuperacion e identificacion de Enterobacteriaceae en muestras de carne usando

medios selectivos especificos y técnicas de biologia molecular.
2. Caracterizacion de aislamientos.
3. Determinacion genotipica y fenotipica de antibiorresistencias.

4. Valoracion del riesgo microbioldgico del consumidor por consumo de carne de

caza.
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3.MATERIALY METODOS

3.1. Procesado de las carnes

Se analizaron un total de 29 muestras de carne de jabali procedentes de 29
animales abatidos en el ambito de la actividad cinegética autorizada en la comarca de
Oviedo, en la temporada 2023-2024. Las muestras recogidas tras la abatida de los
animales y el despiezado in situ, se conservaron congeladas a -20 °C hasta su llegada al
Laboratorio de Referencia de E. coli (LREC-USC), donde se descongelaron a temperatura

de refrigeracion (entre 2 y 8 °C), 24 h antes del procesamiento.

Para minimizar cualquier riesgo de contaminacion se realizo el procesado en una
cabina de bioseguridad previamente sometida a tratamiento germicida con luz UV durante

30 min, junto con todo el material estéril necesario.

Con cada una de las muestras se repitié el mismo procedimiento. En primer lugar,
se pesaron 25 g de carne cortada, en condiciones estériles, de toda la superficie de la pieza
a analizar. Cuando estaba presente, se incluyo también el jugo de las carnes procedente
del proceso de descongelacion. Se introdujo la cantidad pesada en una bolsa de doble
filtro para Stomacher®, a la que posteriormente se afiadieron 225 mL de agua de peptona
tamponada (APT; ApplyChem Panreac), realizando una dilucion 1:10. Cada una de las

bolsas fue agitada durante 1 min 30 s en el homogeneizador Stomacher®

3.1.1. Recuento de E. coli

Inmediatamente después de la dilucién 1:10 en APT, se inoculo 1 mL de
homogeneizado en una placa 3M Petrifilm™. Los Petrifilm contienen nutrientes de Bilis
Rojo-Violeta, un indicador de actividad de la glucuronidasa y otro indicador que facilita
la enumeracion de las colonias. El1 97 % de los E. coli producen beta-glucuronidasa, la
cual produce un precipitado azul asociado con cada colonia. La lectura de los Petrifilm y
el recuento de E. coli para establecer la calidad microbioldgica de las carnes se realizaron

tras 24 h de incubacién a 44 °C en condiciones de humedad.

3.1.2. Pre-enriquecimiento y enriquecimiento

Tras el pre-enriquecimiento de las muestras de APT durante 6 h a 37 °C, se inoculd

1 mL de cada una de ellas en tubos de vidrio con 9 mL de Caldo MacConkey (Oxoid).
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Estos permanecieron a 37 °C durante un minimo de 18 h, completando asi el

enriquecimiento.

3.2. Aislamiento e identificacion de enterobacterias

Para el aislamiento de Enterobacteriaceac de las muestras de carne se
establecieron cuatro protocolos, correspondientes cada uno de ellos a un medio de cultivo
distinto. En todos se utilizd la siembra por agotamiento en estria. El protocolo I utiliza
medio MacConkey Lactosa (ML), el protocolo Il emplea el medio citrato-inositol (SCA1),
el protocolo III consiste en la utilizacion del CHROMID® ESBL, mientras que en el
protocolo IV el medio empleado es CHROMID® CARBA SMART (Figura 3).

25g +225mL APT

Niveles de contaminacion:
Recuento de E. coli

1 mL en 3M Petrifilm ™
selectivo para E. coli
24h/44°C (humedad)

1 mL en 9 mL de caldo

MacConkey Lactosa

18-24h/37°C |
Recuento de E. coli
0 1 Protocolo Il Protocolo IV Protocolo | Protocolo I
l CHROMID® ESBL CHROMID® CARBA ML Citrato-inositol

[18-24h/37°C [18-24h/37°C]| [18-24h/37°C]| [24-48h/44°C]
E. coli < 10/g /

Colonias compatibles
con ESBL/CARBA

Identificacién 18-24h/37°C|
+ uidA

- API

+ MALDI 18-24h/37°C

Figura 3. Flujo de trabajo para la recuperacion de enterobacterias en carne de jabali (APT: Agua de peptona
tamponada,; ML: MacConkey Lactosa;, RAM: Resistencia antimicrobiana, TSA: Agar triptona de soja).

3.2.1. Medio ML

El agar ML (Oxoid) es un medio utilizado para el aislamiento de
Enterobacteriaceae y otros bacilos Gram-negativos. Se trata de un medio selectivo ya que
inhibe el crecimiento de bacterias Gram-positivas gracias a su composicion de sales
biliares y cristal violeta. Ademas, es un medio de cultivo diferencial, al permitir establecer
una distincioén entre microorganismos fermentadores de lactosa, lactosa positivos; y no
fermentadores de lactosa, lactosa negativos. Todo ello se produce gracias a un indicador
de pH rojo neutro, que se vuelve rosa ante descensos de pH provocados por los
metabolitos acidos producidos por las bacterias que fermentan este azucar. Aquellas

bacterias que no fermentan la lactosa, por el contrario, se vuelven incoloras al utilizar
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peptona en su lugar, formando amoniaco y aumentando asi el pH del medio, que pasa a

adquirir una coloracion amarillenta.

Tras incubacion a 37 °C durante 18-24 h, la morfologia tipica de los E. coli que
crecen en este medio es la de colonias redondeadas de color rosa o rojo que pueden
presentar un halo de precipitacion de bilis alrededor. K. pneumoniae, por su parte, se
caracteriza por crecer en forma de colonias grandes con un aspecto mucoide de color rojo

o rosa (Condalab, 2022).

3.2.2. Medio SCA1

El agar citrato de Simmons con mio-inositol al 1% (SCA1; Oxoid) es un medio
selectivo y diferencial que se utiliza de forma especifica para el aislamiento de cepas de
K. pneumoniae procedentes de alimentos. A diferencia de otros medios, en SCAI el
tiempo de incubacion adecuado para discriminar correctamente las colonias es de 48 h a
44 °C de temperatura. Sin embargo, en ocasiones ya durante las primeras 24 h se pueden
observar colonias tipicas de Klebsiella spp., amarillas, mucoides y con forma de clpula,
debido a que fermentan el inositol y producen metabolitos acidos que reducen el pH y
hacen que el indicador vire de azul a amarillo. E. coli, por su parte, no utiliza el inositol
y forma colonias blancas. Existe un pequefio porcentaje de K. pneumoniae que pueden
verse azules debido a que no metabolizan el inositol, pero si el citrato. Ademads, también
es posible que si hay muchas bacterias fermentadoras de inositol, el medio en su conjunto
se torne amarillo, haciendo dificil la discriminacion de cepas. En este caso seria

recomendable diluir y reaislar en otra placa (Rodrigues et al., 2020; 2022).

3.2.3. Medio ESBL

CHROMID® ESBL (bioMérieux) es un medio selectivo cromogénico utilizado
para la deteccion de enterobacterias productoras de BLEE. Este agar contiene una mezcla
de antibidticos como la cefpodoxima, una cefalosporina de tercera generacion insensible

frente a las bacterias productoras de estas enzimas.

Los medios de cultivo cromogénicos como este contienen sustratos incoloros que,
al ser hidrolizados por las bacterias de interés, producen una coloracion caracteristica en
cada una de ellas. En este caso se incluyen dos sustratos cromogénicos y un sustrato
natural que permiten la identificacion directa de los microorganismos productores de

BLEE mas frecuentes:
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» E. coli: coloracion espontanea, entre rosa y burdeos, de las cepas
productoras de beta-glucuronidasa.

» KESC (Klebsiella, Enterobacter, Serratia, Citrobacter): coloracion de
verde-azulada a pardo-verdosa de las colonias productoras de beta-
glucosidasa.

» Proteeae (Proteus, Providencia, Morganella): coloracion de pardo a

marrdn de las cepas productoras de desaminasa.

3.2.4. Medio CARBA

CHROMID® CARBA SMART (bioMérieux) es otro medio de cultivo
cromogénico y selectivo que permite Uinicamente el crecimiento de Enterobacteriaceae
productoras de carbapenemasas gracias a una mezcla de antibioticos. Asimismo, este agar

consta de tres sustratos cromogénicos para la identificacion de:

» E. coli: adquisicion de un color que puede variar de rosa a burdeos de
aquellas cepas productoras de beta-glucuronidasa o beta-galactosidasa.

» KESC (Klebsiella, Enterobacter, Serratia, Citrobacter): coloracion entre
azulada-verdosa y azulada-grisicea de las cepas que producen beta-

glucosidasa.

Las cepas recuperadas en cada uno de los cuatro medios anteriores fueron
conservadas mediante siembra por picadura en tubos de conservacion Vacutainer™ con
agar nutritivo con un 0,75% (p/v) de agar y se mantuvieron a temperatura ambiente para

su posterior identificacion y caracterizacion.

3.2.5. Galerias multipruebas API® 20 E™

Para la identificacion de cepas cuyo resultado en la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR: Polymerase Chain Reaction) no fue concluyente, se empled un sistema
de identificacion bioquimica API20E (bioM¢rieux), que permite identificar
Enterobacterias y otros bacilos Gram-negativos no exigentes. API incluye 20 pruebas en
miniatura cuyos resultados se pueden consultar en una base de datos. En cada una de las
celdas hay sustratos deshidratados que reaccionan con las muestras produciendo cambios

de color por medio de un indicador de pH.

El procedimiento consiste en inocular en cada pocillo una suspension de la colonia

de interés, aislada previamente en un medio de cultivo general como Agar Triptona de
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Soja (TSA; Oxoid) (18-24 h, 37 °C), en agua MiliQ estéril. Tras incubar la galeria durante
18-24 h a 37 °C se procede a su lectura e interpretacion de acuerdo con una plantilla
proporcionada por el fabricante, en la cual se indica si el resultado de cada reaccion es
positivo o negativo en funcion de la coloracion, que puede ser de lectura directa o tras la

adicion de reactivos en algunas reacciones concretas.

Dependiendo de las reacciones positivas se obtiene un perfil numérico de 7 cifras
el cual se corresponde con una especie de enterobacteria o bacilo Gram-negativo
registrado en un catdlogo. Si el resultado no fuese concluyente, se podrian realizar 7

pruebas bioquimicas adicionales, o bien emplear otras técnicas.

3.2.6. Espectrometria de masas MALDI-TOF

Una de las técnicas que también se puede utilizar para la identificacion de
microrganismos es el sistema MALDI-TOF MS. En este trabajo se recurri6 a ella para
la confirmacion de K. pneumoniae en cepas aisladas del medio SCAI, que fueron enviadas
al Laboratorio de Sanidad y Produccion Animal de Galicia (LASAPAGA), donde cuentan
con un equipo VITEK MS®,

La espectrometria de masas MALDI-TOF se basa en la ionizacion, mediante
pulsos cortos de laser, de muestras dispuestas sobre una placa metalica conductora a las
que se afiade una matriz orgénica (acido cinamico o derivados del acido benzoico) para
provocar su cocristalizacion. Las moléculas, principalmente proteinas ribosomales, son
aceleradas por medio de un campo electromagnético y pasan por un analizador TOF,
donde los iones mas pequenos viajan a mayor velocidad que los grandes en funcion de su
masa. Con cada muestra, el detector produce un espectro y lo compara con una base de
datos para la identificacion de la cepa de acuerdo con su “huella peptidica”. También se
ofrece un valor de similitud que, de ser superior a 2, se considera correcto para la

determinacion de la especie (Croxatto et al., 2012).

Sin embargo, esta tecnologia se puede utilizar, ademas de para la identificacion
bacteriana, para la deteccion de hongos, levaduras y virus; e incluso para el diagndstico
microbiologico directo desde muestras de sangre u orina, asi como para la busqueda de
marcadores asociados al resistoma, el conjunto de genes de resistencia a antibidticos
presentes en una bacteria. Por tanto, sus posibilidades en microbiologia clinica son

enormes y seguiran siendo, sin duda, muy prometedoras de cara al futuro.
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3.3. Caracterizacion fenotipica de RAM

Para la caracterizacion fenotipica de RAM se realizaron antibiogramas de acuerdo
con el método de difusion disco-placa, basado en la capacidad de los antibidticos de
difundir radialmente desde un disco creando un gradiente (Garcia Rodriguez et al., 2000).
Se utilizaron tres placas de Petri con 25 mL de medio de Mueller-Hinton (MH; Oxoid)
por cada cepa. El MH es un medio no selectivo y no diferencial utilizado especificamente
para la realizacion de esta técnica, debido a su composicion, favorable a la difusion del
contenido de los discos y al crecimiento en césped, ocupando toda la placa, del
microorganismo de interés. Esta técnica se utiliza de rutina, junto con la determinacién
de la concentracion minima inhibitoria (CMI), para evaluar la susceptibilidad de las

bacterias frente a uno o varios tratamientos, en aras de predecir su eficacia clinica.

3.3.1. Preparacion del indculo

Se sigui6 el método de suspension directa de colonias, segun el cual se recoge el
crecimiento equivalente a entre 3 y 5 colonias en TSA (37 °C, 18-24 h) y se resuspende
en 4,5 mL de solucion salina (ID Phoenix™ BD). Usando un nefelémetro se ajusta el
indculo a una turbidez equivalente al tubo 0,5 de la escala McFarland (1,5 x 10%

bacterias/mL).

3.3.2. Inoculacion de las placas

La inoculacion se realizd mediante un hisopo que fue introducido en la suspension
y rotado varias veces contra las paredes del tubo para eliminar el exceso de indculo. Es
entonces cuando se realizo la siembra superficial, en césped, de tres placas con el medio
MH, cubriendo de forma homogénea toda la superficie con un espesor aproximado de 4
mm. A continuacion, se esperd 5 min a que el medio absorbiera el indculo con la placa

cerrada y la tapa hacia arriba.

3.3.3. Dispensacion de los discos

Los discos de antibidticos fueron dispensados con los dispensadores automaticos
Sensi-Disc™ Dispenser 1T (BBL™) y presionados ligeramente con una pinza para
asegurarse de que contactaran con la superficie del agar en cada una de las tres placas.
Posteriormente se esperd un maximo de 15 min para dejar difundir el antibidtico con la
placa cerrada y la tapa hacia arriba para, acto seguido, dejarlas incubar a 37 °C durante

16-18 h.
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3.3.4. Lectura e interpretacion de resultados

Antes de proceder a la lectura hay que tener en cuenta que cuando se presentan
colonias en el interior de los halos puede tratarse de mutantes resistentes,
contaminaciones, poblaciones heterogéneas o cultivos mixtos. De esta forma, se leyo el
diametro de los halos de inhibicién en mm y se interpreté de acuerdo con los puntos de
corte (Tabla 3) del European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
(EUCAST) en lugar del Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI). En CLSI se
establecen tres categorias dependiendo de la sensibilidad al antimicrobiano en cuestion:
Resistente (R), Sensible (S) e Intermedia (I) En EUCAST, por su parte, solo se establecen
R y S. En la actualidad, se esta tratando de utilizar siempre el criterio del EUCAST,
aceptado por organismos europeos como el ECDC, la EMA o la European Society of
Clinical Microbiology and Infectious Diseases (ESCMID); a diferencia del CLSI, que es
un estandar americano que colabora con organizaciones estadounidenses como el CDC

(Larrosa et al., 2020).
En este estudio se incluyeron las siguientes familias de antibioticos:

e Betalactamicos: penicilinas (ampicilina), penicilinas + inhibidores de
betalactamasas (amoxicilina-acido clavulanico), cefalosporinas de 1? (cefazolina),
2% (cefuroxima) y 3" generacion (cefotaxima y ceftazidima), monobactamicos
(aztreonam), carbapenemes (ertapenem) y cefamicinas (cefoxitina).

e Fosfomicinas: fosfomicina.

e Aminoglucésidos: gentamicina, tobramicina y amikacina.

e Tetraciclinas: doxiciclina.

e Anfenicoles: cloranfenicol.

e Nitrofuranos: nitrofurantoina.

¢ Polimixinas: colistina.

e Quinolonas: 1* generacion (dcido nalidixico) y fluoroquinolonas
(ciprofloxacina).

¢ Diaminopirimidinas + Sulfonamidas: trimetoprim + sulfametoxazol
(clotrimoxazol).

¢ Glicilciclinas: tigeciclina.
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Antimicrobiano CLSI-2023 (mm) EUCAST-2024 (mm)
Disco (ug) | R / S R S

Aztreonam ATM30 <17 18-20 | =21 <21 =226
Amoxicilina-Acido Clavulanico | AMC30 | <13 | 14-17 | 218 <19 219
Ceftazidima CAZ10 | =17 | 18-20 | 221 <19 222
Ampicilina AM10 <13 | 1416 | 217 <14 214
Cefazolina CZ30 <14 215 <20 250
Cefuroxima CXM30 | <14 15-17 | 218 <19 219
Tigeciclina TGC15 <18 218
Cefotaxima CTX5 <22 | 23-25 | 226 <17 220
Ertapenem ETP10 <18 | 19-21 222 <23 223
Cefoxitina FOX30 <14 15-17 | 218 <19 219
Amikacina AN30 <14 15-16 | 217 <18 =218
Gentamicina GM10 <12 | 1314 | 215 <17 217
Tobramicina NN10 <12 13-14 | 215 <16 216
Colistina CL10 <10 =11

Doxiciclina D30 <10 11-13 | 214 219
Fosfomicina FOS200 | <12 | 13-15 | 216 <24 224
Cloranfenicol C30 <12 | 1317 | 218 <17 217
Nitrofurantoina FM100 | <14 | 15-16 | 217 <11 =211
Ciprofloxacina CIP5 <21 22-25 | 226 <22 225
Clotrimoxazol SXT25 <10 11-15 | 216 <11 214
Acido Nalidixico NAL30 |[=<13| 14-18 | 219

Tabla 3. Antibioticos utilizados e interpretacion del halo de inhibicion (CLSI, 2023; EUCAST, 2024.).

3.4. Caracterizacion genotipica de las cepas y RAM

3.4.1. PCR convencional
3.4.1.1. Extraccion del ADN

La extraccion del material genético se realiz6 a partir de colonias aisladas crecidas

en TSA o a partir del crecimiento confluente de las placas de ML.

Con un asa estéril de 1 pL se prepar6 una suspension equivalente a una colonia y
se diluyo en 600 pL de agua destilada autoclavada en tubos Eppendorf. A continuacion,

se calentaron las suspensiones durante 5 min a 100 °C para, acto seguido, centrifugarlas
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a 11.000 rpm durante 2 minutos. De esta forma, en el sobrenadante quedd el ADN
bacteriano, del cual se utilizaran 5 pL para la reaccion de PCR, y en el pellet el resto de

componentes celulares.
3.4.1.2.  Mezcla de reaccion

Para la mezcla de reaccion se utilizo el reactivo NZYTaq I 2x Green Master Mix
(NZYTech), el cual ya incluye en su composicion MgClo, dNTPs (dATP, dCTP, dGTP y
dTTP) y la Taq polimerasa en concentraciones optimizadas, junto con el resto de los

reactivos que se muestran en la Tabla 4.

NZYTaq Il 2x

Green Master Mix Primer F Primer R

12,5 uL 1uL 1L 5,5 uL 5L

Tabla 4. Cantidades de reactivos para PCR general.

Cabe destacar que el volumen de los primers (Anexo) estd optimizado para cada
gen a amplificar, por lo que la cantidad de agua se ajust6 hasta llegar a un volumen de
mezcla de reaccion de 20 pL, alcanzando un volumen final de 25 pL al afiadir el material

genético.
3.4.1.3.  Amplificacion del ADN

La amplificacion del material genético se realizo en termocicladores modelo Veriti 96-

Well Fast Thermal Cycle (Applied Biosystems) de acuerdo con el siguiente programa:

» Desnaturalizacion inicial (94 °C/3 min.).

» 35 ciclos de
o Desnaturalizacion (94 °C/1 min).
o Unidn de la polimerasa (t* de hibridacion/1 min).
o Elongacion (72 °C/1 min 30 s).

» Elongacion final (72 °C/3 min).

3.4.1.4. Revelado de los resultados

La lectura de los resultados se realizo mediante electroforesis convencional en gel
de agarosa (Agarose D1 LE, Intron Biotechnology) al 1,5 % o 3 % dependiendo de los
genes amplificados. Para la visualizacion de los productos amplificados se afiadieron 3

pL de Green Safe Premium (Nzytech) por cada 100 mL de gel.
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En cada pocillo se cargaron 10 pL. de muestra amplificada, incluyendo los
controles negativos y positivos correspondientes. Se emplearon fuentes y cubetas Bio-
Rad, aplicando un voltaje de 120 V durante 25-40 min, dependiendo del tamafio del gel
y del gen amplificado. Por ultimo, se visualizaron los resultados con luz ultravioleta en

un lector Gel Doc XR de Bio-Rad.
De acuerdo con este procedimiento se realizaron PCR para:

- Confirmacion de E. coli a través de la deteccion del gen uidA, que codifica para una
beta-glucuronidasa especifica de esta especie.

- Confirmacién de K. pneumoniae mediante amplificacion del gen kp50233, marcador
especifico de la especie, que codifica para una aciltransferasa.

- Determinacion del antigeno O25b asociado al serotipo O25b, al cual pertenece el clon
pandémico ST131, por medio de la deteccion del gen rfbO25b.

- Identificacion de las verotoxinas 1 y 2 (genes stx1/stx2) asociadas al patotipo VTEC.

- Identificacion del gen de la intimina eae y el del pili sexual bfp, asociados al patotipo
EPEC.

- Deteccion de los genes de virulencia iutd, kpsM 1l y papAH codificantes para un
siderdéforo, una capsula, y una subunidad de una fimbria adhesiva, respectivamente,
asociados al grupo de EXPEC.

- Deteccion mediante PCR multiple de los genes mcr 1-5 asociados con la resistencia
a colistina mediada por plasmidos.

- Determinacion y tipificacion de los genes de resistencia blasLee (CIT, SHV, CTX-M),
para ver el tipo de BLEE.

- Establecimiento del grupo filogenético (GF) de E. coli (A, Bl, B2, C, D, E, F)
mediante PCR cuadruple (arpA4, chud, yjad'y TSpE.4.C2).

3.4.2. Secuenciacion Sanger

Los genes amplificados que fueron enviados a la Plataforma de Secuenciacion y
Gendmica Funcional (Departamento de Genética de la Facultad de Veterinaria, Campus
Terra) para secuenciacién Sanger se obtuvieron realizando una PCR con un volumen
final de 50 pL (49 pL de mezcla de reaccion y 1 uL. de ADN). En este caso se emplean
500 pL de agua MiliQ para la extraccion del material genético de cada cepa, se utilizan

puntas con filtro, y la mezcla de reaccion se prepara de manera diferente. Se anaden por
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separado 0,2 uL de enzima MyTaq™ DNA polymerase (Bioline) y 10 uL de 5x My Taq™
Reaction Buffer (Bioline), el cual ya incluye los dNTPs y el MgCl..

No obstante, estas mezclas son incoloras por lo que, una vez finalice la PCR
convencional y antes de proceder a cargar las muestras en el gel de agarosa, se deben
afiadir en una placa de 96 pocillos 2 pL. de un tampon de carga a 5 pL de muestra
amplificada para poder visualizar los fragmentos, mezclandolos bien en una de las

celdillas antes de cargar los 7 uL en el gel.

Una vez que se comprueba que las muestras y el control negativo se visualizan
correctamente (Figura 4), estas son enviadas a la Plataforma de Secuenciacion y
Genomica Funcional, donde se realizard una secuenciacion Sanger. Este procedimiento
consiste en la adicion de didesoxinucleotidos (ddNTPs) terminadores de la cadena de
ADN que esta siendo replicada por la polimerasa, de un modo semejante a lo que ocurre
en la PCR. Cada ddNTP esta marcado con un pigmento diferente en funcion de la base
nitrogenada que contenga, y esta es detectada gracias a un laser que ilumina los
fragmentos obtenidos al pasar a través del gel en una electroforesis capilar, dando como
resultado un cromatograma con los picos de la secuencia de ADN completa (Crossley et

al., 2020).

Siguiendo este procedimiento se secuenciaron en la Plataforma de Secuenciacion
y Genomica Funcional los genes blactx-m (realizando una PCR previa de discriminacion
entre grupo 1 y grupo 9) y los genes fimH 'y fumC para determinacion del clonotipo (CH).
A las secuencias proporcionadas se les realizdo un andlisis in silico en el Center for
Genomic Epidemiology (CGE) utilizando las herramientas ResFinder 4.5,
KmerResistance 2.2, FimTyper 1.0 y CHTyper 1.0

(http://www.genomicepidemiology.org/services/).

489 pb Wi i S e S S—
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Figura 4. Gel de electroforesis para PCR previa a secuenciacion de los genes fimH, izquierda, y fumC,
derecha (Pb: Pares de bases).
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3.5. Analisis estadistico de los datos

Para establecer una significacion estadistica a la hora de comparar la prevalencia
de RAM y otros indicadores entre diferentes estudios se aplico el test exacto de Fisher
de dos colas para determinar el grado de asociacidon estadistica entre las variables,

considerandose como significativos valores inferiores a 0,05 (P < 0,05).
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

El estudio de las RAM, tanto en la carne como en las heces de Sus scrofa, no ha
sido analizado en profundidad hasta el momento. Y es que, pese a que el numero de
publicaciones sobre el tema ha aumentado notablemente en los ultimos afios, estas se han
centrado mas en E. coli que en K. pneumoniae (Torres et al., 2020). En el LREC-USC,
no obstante, se ha llevado a cabo, paralelamente a este trabajo, otro estudio sobre “El
jabali como centinela en la perspectiva de una salud unica (One Health)”, centrado en el
andlisis de la microbiota en heces de jabalies procedentes de la misma zona de Asturias,

por lo que se estableceran comparaciones entre ambos en la discusion de los resultados.
4.1. Recuperacion e identificacion de Enterobacteriaceae

4.1.1. Recuperacion de Enterobacteriaceae

En primer lugar, se llevd a cabo una identificacion fenotipica basada en la
morfologia de las colonias que crecieron en los medios de cultivo, que permiten ademas
el aislamiento de los microorganismos desde las muestras enriquecidas en el caldo
MacConkey. Las colonias compatibles con E. coli en ML presentan, en su mayoria, una
coloracion rojiza propia de bacterias lactosa positivas. En este estudio hubo crecimiento

compatible con E. coli en ML en todas las muestras analizadas.

Con respecto al medio SCAI, en 8 de las 29 carnes se detectd K. pneumoniae,
siendo asi la prevalencia de Klebsiella spp. del 27,6 %. La coloracion amarilla de las
colonias en este agar (Figura 5, dcha.) es, presuntivamente, indicativa de este género de

Enterobacteriaceae causante de infecciones nosocomiales.

Tres de las 29 carnes presentaron crecimiento en el medio cromogénico
CHROMID® ESBL, detectandose colonias con una coloracion compatible con E. coli
(Figura 5 izda.). Este hallazgo es indicativo de una prevalencia de enterobacterias
productoras de BLEE del 10,3 % sobre el total, si bien, con relacion a este dato no hubo
diferencias estadisticamente significativas (P> 0,05) con respecto al 2,5 % que se observo
en el estudio de heces de jabali (2 animales portadores de E. coli BLEE sobre un total de
81). En este sentido, algunas publicaciones muestran que tampoco existen diferencias
significativas en la prevalencia de cepas RAM entre carnes de especies domésticas como

los cerdos y salvajes como los jabalies (Rega ef al., 2022).
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Por el contrario, en lo que se refiere al otro agar cromogénico, CHROMID®
CARBA, no se obtuvo crecimiento compatible en ninguna de las placas, por lo que no se

detectaron cepas de enterobacterias productoras de carbapenemasas en estas carnes.

Figura 5. Placa CHROMID® ESBL con colonias rojas compatibles con E. coli productoras de BLEE
(izquierda) y placa con medio SCAI y colonias amarillas compatibles con K. pneumoniae (derecha).

Seguidamente, basandonos en técnicas de biologia molecular, concretamente en
la PCR, se realiz¢ la identificacion de las colonias presuntivas de E. coli aisladas de ML
y de CHROMID® ESBL mediante la amplificacion del gen uidA, con resultado positivo
en todas las colonias excepto en 3. Este marcador, el cual codifica para una beta-
glucuronidasa, se detecta hasta en un 94 % de las cepas de E. coli, por lo que es altamente
especifico de esta especie (Feng ef al., 1991). Las 3 colonias cuya morfologia era
compatible con E. coli pero que mostraron un resultado negativo en la PCR de uidA,
fueron sometidas a una identificacion bioquimica por medio de las galerias API 20 E. La
especie se confirmd en 2 de ellas, aunque en una el resultado no fue concluyente y se
envid al LASAPAGA para establecer una determinacion protedmica de acuerdo con el

sistema MALDI-TOF, que confirm¢ finalmente la especie como E. coli.

Por su parte, las 8 colonias aisladas del medio SCAi cuya morfologia fue
compatible con Klebsiella spp. fueron sometidas a otra PCR, en este caso del gen
kp50233, codificante para una aciltransferasa también especifica de K. pneumoniae
(Bialek-Davenet et al., 2014). En este caso, todas las colonias fueron positivas para dicho
marcador. Para validar tanto el medio SCA1 para la recuperacion de esta especie, como la
especificidad de la PCR del gen kp50233, las 8 colonias fueron también analizadas

mediante MALDI-TOF, confirméndose la identidad de todas ellas como K. pneumoniae.
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4.1.2. Recuperacion de cepas potencialmente zoondsicas

Tras la realizacién de PCR en los confluentes de las placas de ML para los genes
asociados a patotipos VTEC, EPEC, EXPEC y 0255, se obtuvieron resultados positivos
para los genes eae y bfp en una de las 29 carnes analizadas (3,4 %) y para O25b, papAH
y kpsMII en otra de ellas (3,4 %). Para encontrar las colonias individuales que presentasen
dichos genes se realizaron PCR de colonias aisladas (hasta un maximo de 10)
recuperandose 2 cepas, cada una de ellas con los genes mencionados, que fueron

posteriormente analizadas para filogrupo y clonotipo (CH).

Los genes eae y bfp (codificadores de la intimina y el pili de unioén a células,
respectivamente) se asocian con el patotipo de E. coli intestinal EPEC tipico, causante de
diarrea infantil. Este se caracteriza por la adhesion a los enterocitos del intestino delgado
por medio de esta intimina, que es un tipo de adhesina. El hecho de que también contenga
la fimbria tipo IV codificada por el gen bfp (bundle-forming pilus), que contribuye del
mismo modo a la unién a las células intestinales del hospedador (Kaper, 2005), hace que
sean considerados EPEC tipicos. Si se tratara de una cepa positiva solo para eae, sin bfp,
seria una EPEC atipica. Estas ultimas son mas habituales en mamiferos como el jabali,
de hecho, en un estudio llevado a cabo en la Toscana (Italia) se han encontrado en un

3,4% (Bertelloni et al., 2020).

Por otra parte, papAH (fimbria adhesiva) y kpsM II (capsula) son factores de
virulencia asociados con patotipos de E. coli extraintestinales (EXPEC), entre los cuales
se encuentran los UPEC causantes de ITU o los NMEC, responsables de sepsis y
meningitis neonatal (Johnson ef al., 2003). Estos, al igual que los anteriores, favorecen la
invasion, colonizacion y multiplicacion de la bacteria en el organismo infectado. Ademas,
el hecho de que esta cepa también haya ofrecido un resultado de PCR positivo para el gen
rfbO25b, codificante para el antigeno O25b, hace que lo podamos asociar con el clon

pandémico ST131.

Contrariamente, ninguna de las muestras presentd los factores de virulencia
VT1/VT2, verotoxinas asociadas al patotipo VTEC, ni los genes de resistencia mcr-1 a

mcr-5 asociados con la resistencia a colistina mediada por plasmidos.

Cabe destacar que en otro trabajo sobre fauna silvestre si se identificaron y
caracterizaron cepas de E. coli ST131 y EXxPEC en animales como zorros y jabalies, si

bien, no se encontraron cepas EPEC (Viso Gonzalez, 2017).
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4.2. Determinacion genotipica y fenotipica de RAM

Una vez identificadas las cepas y establecida la coleccion se procedio al estudio
del perfil de RAM, de forma fenotipica y genotipica. La importancia de realizar ambas
determinaciones reside en el hecho de que, en ocasiones, las caracteristicas genéticas de
un microorganismo no se corresponden con rasgos observables debido a la interaccion
con componentes ambientales como el pH y la temperatura, a fendmenos epigenéticos

como la metilacion del ADN o a eventos mutacionales (Pierce, 2016).

4.2.1. Determinacion genotipica de RAM

El screening por PCR de los genes blasLee (CIT, SHV, CTX-M) realizado a las 3
colonias (10,3 % de las muestras) recuperadas del medio cromogénico CHROMID®
ESBL, confirmé que todas ellas presentaban el gen blagLee CTX-M (2 del grupo 1y 1
del grupo 9). Para determinar el tipo de CTX-M se envio a secuenciar y, por medio de las
herramientas ResFinder 4.5 y KmerResistance 2.2 del CGE, se tipificaron 2 de ellas como
blactx-m-15y 1 como blactx-m-27 (33,33 %). Mediante esta herramienta bioinformatica
podemos subir nuestras secuencias forward y reverse en formato “. fasta” y tipificar el

gen bla concreto de interés.

Cabe destacar que tanto blactx-m-15 como blactx-m-27, son genes frecuentemente
reportados en bacterias implicadas en infecciones humanas (Cave et al., 2023). La enzima
CTX-M-15 si se habia detectado previamente en un estudio en porcino, aunque podria
haber sido debido a una contaminacién humana, mientras que CTX-M-27 solo se tipifico
en carne de pollo (Silva et al., 2023). Con respecto a esta ultima enzima, si se confirmo
su presencia en especies silvestres como zorros, aunque no en jabalies (Viso Gonzalez,
2017). En este sentido, las rutas de transmision de ambos genes deberian de ser analizadas

de un modo mas exhaustivo y completo para comprobar el posible origen de los mismos.

4.2.2. Determinacion fenotipica de RAM

La realizaciéon de antibiogramas conforme al procedimiento de disco-placa
(Figura 6) se llevd a cabo para 29 cepas de E. coli (para las 2 cepas potencialmente
zoonosicas, para las 3 que portaban genes BLEE y para 1 cepa representativa de los 24
animales restantes) obteniendo asi un perfil de resistencia fenotipica individual de las 29

piezas de carne analizadas.
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Halo de sinergia
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Figura 6. Antibiograma realizado mediante el método de difusion disco-placa en medio MH. Cada disco
indica el antibiotico que contiene y la cantidad de este en pg (AMC: amoxicilina-dacido clavulanico; CAZ:
ceftazidima; AM: ampicilina; CXM: cefuroxima; TGC: tigeciclina; ATM: aztreonam).

De las 29 cepas sometidas al estudio de sensibilidad, 7 presentaron resistencia a
algin antibidtico (24,1 %), aunque ninguna de ellas estaba entre las potencialmente
zoonodsicas EPEC y ExPEC. Mas alla de esto, todas fueron sensibles a ertapenem,
cefoxitina, amikacina, colistina, fosfomicina y nitrofurantoina. Por el contrario,
ampicilina, doxiciclina y clotrimoxazol son los antimicrobianos frente a los cuales un

mayor porcentaje de cepas (> 20 %) se mostré resistente (Figura 7).

Asimismo, un 20,7 % de las cepas de E. coli analizadas fueron MDR, es decir, no
presentaron sensibilidad frente a al menos un agente antimicrobiano en tres o mas
categorias distintas (Magiorakos et al., 2012). Se observaron diferencias estadisticamente
significativas (P < 0,05) entre este porcentaje y el 3,7 % de cepas MDR (3 animales sobre
un total de 81) detectadas en el estudio de la microbiota fecal del jabali llevado a cabo en

el mismo grupo de investigacion del LREC.

En todos los antibiogramas de cepas productoras de BLEE se observé un halo de
sinergia (Figura 6) formado entre la ceftazidima, el aztreonam y la amoxicilina-acido
clavulanico. Esto se debe al efecto inhibidor de betalactamasas que ejerce el acido
clavulanico, dando lugar a una ampliacion del halo de inhibicion de la ceftazidima y del
aztreonam en la direccion del propio clavulanico. Fenotipicamente este efecto se observa

con una caracteristica forma de cerradura o de corcho (Drieux et al., 2008).
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Por tanto, el mayor nlimero de resistencias observado en la coleccion estudiada es
frente a los antibidticos de la categoria D de la EMA para uso en veterinaria. En este grupo
se incluyen antibidticos de primera linea como penicilinas o tetraciclinas, pero que han
de usarse con prudencia, evitando su uso innecesario o en tratamientos largos (EMA,
2020). De entre los pertenecientes a la categoria A (uso no autorizado) destaca la

resistencia al monobactdmico aztreonam (13,8 %).

30%

25%

20%
15%
10%
5% |
0% I I
& Q & G

Figura 7. Porcentaje de las cepas analizadas que se mostraron resistentes a cada antibiotico conforme a los
criterios del EUCAST-2024 (ATM: Aztreonam,; AMC: Amoxicilina-Acido clavulanico; CAZ: Ceftazidima;
AMP: Ampicilina, CXM: Cefuroxima, TGC: Tigeciclina;, CTX: Cefotaxima; ETP: Ertapenem; FOX:
Cefoxitina; AMK: Amikacina; GEN: Gentamicina; TOB: Tobramicina,; CST: Colistina; DOX: Doxiciclina;
FOF: Fosfomicina; CHL: Cloranfenicol; NIT: Nitrofurantoina, CIP: Ciprofloxacina; SXT: Clotrimoxazol;
NAL: Acido nalidixico).

4.3. Caracterizacion de aislamientos

En vista de los resultados, se consideran como cepas potencialmente zoondsicas
y/o de riesgo potencial para los humanos, las detectadas en 5 de las 29 muestras (17,2 %):

la EXPEC, la EPEC tipica y las 3 productoras de BLEE.

Un patéogeno zoondsico es aquel capaz de pasar de animales a humanos
produciendo una enfermedad, por lo que todas ellas encajarian dentro de esta definicion.
Las EXPEC pueden causar septicemia e ITU, las EPEC dan lugar a diarrea infantil y las
BLEE podrian pasar sus genes de resistencia a bacterias de la microbiota normal, en caso
de que estos estuvieran codificados en plasmidos, o incluso fijarse en la propia

microbiota.
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Para confirmar este tipo de cuestiones habria que realizar una caracterizacion
genomica mas en profundidad, ya que en el presente trabajo solo se han determinado el

GF y el CH de esas cepas (Tabla 5).

En cuanto a las dos cepas ExXPEC y EPEC, ambas pertenecen al filogrupo B2, el
cual se asocia mayoritariamente con infecciones extraintestinales (Clermont et al., 2013).
Gracias a los recursos FimTyper 1.0 y CHTyper 1.0 del CGE se ha podido establecer
también el clonotipo in silico una vez secuenciados los genes fimH y fumC. En este caso,
ofrecen combinaciones CH 67-57 (EPEC) y CH 40-22 (ExPEC). Este ultimo clonotipo
se corresponde con el complejo clonal ST131, y se habia tipificado previamente en el
LREC en mamiferos silvestres como los jabalies, pero también en aves como las palomas

(Viso Gonzalez, 2017).

Con respecto a las tres cepas productoras de BLEE, todas ellas ofrecen una
combinacion CH 11-54, la cual podria estar circulando bidireccionalmente entre seres
humanos y animales, ya que se ha detectado tanto en animales silvestres y aves como en
humanos (Viso Gonzalez, 2017). Asimismo, son pertenecientes al filogrupo A (Clermont
et al., 2013, 2019), asociado con el patotipo InPEC. Ademas, como se comentd
anteriormente, los tipos de enzimas BLEE determinadas, se han identificado en cepas

causantes de infecciones humanas (Cave et al., 2023).

En las 29 muestras de carne analizadas en el presente trabajo no se han

caracterizado patotipos hibridos, pese a que en algunos estudios si se han encontrado un

tipo de clones hibridos VTEC-ETEC altamente virulentos en aislados de jabalies (Perrat

etal., 2022).

Codigo cepa Genes de virulencia
CJ13c blacrx-v-27 A 11-54
CJ17b blacrx-v-15 A 11-54
CJ21d blacrx-v-15 A 11-54
CJ26¢c B2 67-57

Tabla 5. Caracterizacion de las cepas EPEC, 025b y BLEE (CJ: Carne de jabali; BLEE: Betalactamasa
de espectro extendido; GF: Grupo filogenético; CH: Clonotipo).
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4.4. Valoracion del riesgo microbioldgico del consumidor

El establecimiento de la calidad microbioldgica con respecto a la presencia de E.
coli en carne de jabali se llevd a cabo mediante el recuento de colonias en Petrifilm™
selectivo para esta especie. Un 27,6 % de las muestras (8 de 29) mostraron <10 UFC/g al
no contarse ninguna colonia, mientras que en el 72,4 % restante (21 de 29) si se pudo
realizar el conteo de E. coli. Aunque no existen demasiados estudios que valoren el riesgo
microbioldgico del consumidor de carne de caza, estos datos son significativamente
superiores (P < 0,05) al 21 % de carnes de jabalies con recuento de E. coli superior a 10

UFC/g de otro trabajo realizado en Italia (Rega et al., 2022).

Utilizando como marco el Reglamento (CE) n® 2073/2005, hay que indicar que no
existe una especificacion para carne de caza, y en concreto para jabali. Pero si tomamos
como referencia la categoria de alimento para preparados de carne en general, se establece
un valor satisfactorio de E. coli por debajo de 500 UFC/g, aceptable entre 500 y 5000
UFC/g e insatisfactorio por encima de 5000 UFC/g. Conforme a estos criterios, casi un
59 % de las muestras de carne de jabali analizadas ofrecen una calidad microbiologica no

satisfactoria (aceptable o insatisfactoria), con mas de 500 UFC/g de E. coli (Figura 8).

20,69%

41,38%

37,93%

= Satisfactoria (<5600 UFC/g) = Aceptable (500-1000 UFC/g) m Insatisfactoria (>5000 UFC/g)

Figura 8. Calidad microbioldgica para E. coli de las carnes de jabali conforme al Reglamento (CE) n°
2073/2005 (UFC/g: Unidades formadoras de colonias por gramo).
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S. CONCLUSIONES

L. La carne de jabali puede ser vehiculo de transmision de enterobacterias
potencialmente patogenas para el consumidor, incluidas E. coli productoras

de BLEE y K. pneumoniae.

II. La caracterizacion de una cepa de E. coli enteropatogénica tipica, EPEC (eae
y bfp) y una extraintestinal, EXPEC (kpsM II, papAH y O25b), apunta a una
posible contaminacion de origen humano durante la manipulacion de las

piezas de carne.

III.  El hecho de que un 20,7 % de los alimentos portaran E. coli MDR junto con
la deteccion, en las cepas productoras de BLEE, de los genes blactx-m-15y
blactx-m-27, tipicamente asociados a bacterias colonizadoras de humanos,
sugiere una elevada contaminacion antropogénica del habitat de los jabalies.
En este sentido, se deberia de seguir explotando el potencial de Sus scrofa

como centinela del flujo de RAM bajo una perspectiva One Health.

IV.  En vista de los hallazgos de este estudio, seria necesario establecer criterios
microbiologicos oficiales especificos para E. coli en carne de caza,
considerando asimismo el andlisis de K. pneumoniae. También se deberia
informar a cazadores y consumidores sobre la correcta manipulacion y

conservacion de este tipo de carne para garantizar la seguridad alimentaria.
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6. ANEXOS

6.1. Compilacion general de primers

- T2 de
Primers Secuencia nucleotidica (5’-3’) Ta(r: s)n © | hibridacién Referencia
(°C)

PCR confirmacioén E. coli

uidA-F GCGTCTGTTGACTGGCAGGTGGTGG

(Gomez-Duarte
etal., 2010)

uidA 503 66
uidA-R | GTTGCCCGCTTCGAAACCAATGCCT

PCR confirmacion K. pneumoniae

50233F GCTCTGGGAGATAGACCGCA
kp50233 484 67
50233R GCGATSGCAGACCAGATGAAT

(Bialek-Davenet
etal., 2014)

PCR deteccion del gen rfbO25b

rfO25b. TGCTATTCATTATGCGCAGC (Clermont et &/
rfbO25b 300 56 2008)
rfb.1bis ATACCGACGACGCCGATCTG

PCR deteccion de genes de virulencia de E. coli extraintestinales y diarreagénicos

EAE-V3F CATTGATCAGGATTTTTCTGGT

eae EAE- 510 54 (Mc;rg1e1t) al.,
MBR TCCAGAATAATATTGTTATTACG

(Diaz Jiménez,

BFP-NF1 ATGGTTTCTAAAATCATGAATAAG 2021)

bfp 262 55
BFP-NR1 | ATTATTCCGGAATTGCAGATGTGT

(Garcia-Menifio
etal., 2018)

aer-851F GGCTGGACATCATGGGAACTGG

(Johnson et al.,

iutA 301 66 1907)
aer CGTCGGGAACGGGTAGAATCG
1152R
Kpsll f GCGCATTTGCTGATACTGTTG
(Johnson &
kpsM II 272 60 Stell, 2000)
Kpsll r CATCCAGACGATAAGCATGAGCA ’
papA-F ATGGCAGTGGTGTCTTTTGGTG
AH 720 70 (Johnson &
pap. Stell, 2000)

papA-R CGTCCCACCATACGTGCTCTTC
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PCR gen mcr (resistencia colistina)

U= AGTCCGTTTGTTCTTGTGGC
Obp_fw (Rebelo et al
mer-1 320 58 6260‘1’8) .
U= AGATCCTTGGTCTCGGCTTG
Obp_rev
iz (0 CAAGTGTGTTGGTCGCAGTT
Obp_fw Rebelo et al
mer-2 715 58 ( 6260‘1’5 al
iz /0 TCTAGCCCGACAAGCATACC
Obp_rev
mcr3_90
AAATAAAAATTGTTCCGCTTATG
Obp_fw (Rebelo et al
mer-3 929 58 6260‘1’8) .
HETE SN AATGGAGATCCCCGTTTTT
Obp_rev
mcrd_11
0060 fur TCACTTTCATCACTGCGTTG
P (Rebelo et al.,
mcr-4 1116 58 2018)
UL TTGGTCCATGACTACCAATG
00bp_rev
MC\T\f—F ATGCGGTTGTCTGCATTTATC
mer-5 1644 50 (Borowiak et al.,
MCR5_R 2L
v TCATTGTGGTTGTCCTTTTCTG
PCR tipificacion BLEE
paCTx. | CTXC3 | ATGTGCAGCACCAGTAAAGTGATG » . T
M CTX-C4 | ACCGCGATATCGTTGGTGGTGCC AAVE)
paCTx. | M13U GGTTAAAAAATCACTGCGTC eaR—
M grupo1 863 60 2002)
grup M13L TTGGTGACGATTTTAGCCGC
a - -
CTX-15- | G AAGCTAATAAAAAACACACGTGG
blaCTX- F1
1044- (Mora et al.,
M- 52
rupo1 | aCTX-15- 123 2013)
g 2 GTATGCGCAAGCGCAGGTGG
CTX;MQ' GTGACAAAGAGAGTGCAACGG
blaCTX- (Simarro et al.,
M grupo9 CTX-M9 E2R e 2000)
é ) ATGATTCTCGCCGCTGAAGCC
aCTX-
MO-14- GAATACTGATGTAACACGGA
blaCTX- 14B-24F (Garcia-Menifo
M grupo9 S a4 etal., 2018)
aCTX-
Vo.R AGCTGAAGATGTATATCAAG
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aCTX-
M9-14- GAATACTGATGTAACACGGA
blaCTX- 14B-24F (Garcia-Menifio
M grupo9 S 22 et al., 2018)
e aCTX- .
M14-24- CTGCGTTGTCGGGAAGATACG
R
aCTX-
M9-14B- CCTATACCCGAGGCGCGACAG
blaCTX- F (Garcia-Menifio
M grupo9 L2 44 etal., 2018)
aCTX-
M9-R AGCTGAAGATGTATATCAAG
aCTX-
M14-24- CTAAATTCTTCGTGAAATAGTG
F . o
Marupos 1049 “ a0
grip aCTX- +
M14-24- CTGCGTTGTCGGGAAGATACG
R
SHV-F2 TTGTCGCTTCTTTACTCGCC (Mora et al
blaSHV 879 64 201 3
SHV-R2 CCCGGCGATTTGCTGATTTCGC
PCR clonotipado
fimH-F CACTCAGGGAACCATTCAGGCA .
) (Weissman et
fimH 489 54 al., 2012)
fimH-R CTTATTGATAAACAAAAGTCAC ”
fumCF TCACAGGTCGCCAGCGCTTC '
(Wirth et al.,
fumC 469 56 2006)
fumCR GTACGCAGCGAAAAAGATTC
PCR grupo filogenético
chuA.1b ATGGTACCGGACGAACCAAC (C'e”z“&”;)et al.
chuA 288
chuA.2 TGCCGCCAGTACCAAAGACA (C'e”znggé)et al.
. yjaA.1b CAAACGTGAAGTGTCAGGAG 211 (et cial
yjaA 2013)
yjaA.2b AATGCGTTCCTCAACCTGTG
58
TSpfg'CZ' CACTATTCGTAAGGTCATCC
TopEAC2 152 (Clermont et al.,
TspE4C2 2013)
p2b ’ AGTTTATCGCTGCGGGTCGC
AceK.f AACGCTATTCGCCAGCTTGC
(Clermont et al.,
arpA 400 2013)
ArpA1.r TCTCCCCATACCGTACGCTA
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e AGTTTTATGCCCAGTGCGAG
trpAgpC 219 56 (Lescat et al.,
©) 2013)
trpAzgpc' TCTGCGCCGGTCACGCCC
ArpAfng' GATTCCATCTTGTCAAAATATGCC
arpA (E) 301 57 (Leszcg: 3<'a)t al.,
Arp’?ng' GAAAAGAAAAAGAATTCCCAAGAG
trpBA.f CGGCGATAAAGACATCTTCAC
trpA 489 56 (Clerr;ggé et al.,
trpBA.r GCAACGCGGCCTGGCGGAAG )
a0 ybgD.1 TATGCGGCTGATGAAGGATC . ——
201
ybgD.2 GTTGACTAAGCGCAGGTCGA o)
59
cfaB.1 CTAACGTTGATGCTGCTCTG
cfaB (F) 384 (CIerr;&n; etal.,
cfaB.2 TGCTAACTACGCCACGGTAG )

@ Primers utilizados en PCR de secuenciacion.
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