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RESUMEN



En el marco del desarrollo de los paises es prioridad el favoreciemiento de los
alimentos seguros e inocuos, esto es posible con la adopcion de politicas que integren la
investigacion, tecnologia e innovacion, y que sean el marco para proyectos que den respuesta
a necesidades fundamentales como la alimentacion, buscando mejorar la salud humana,
animal y ambiental. En los sistemas alimentarios la seguridad alimentaria debe ser tangible
en todas las cadenas productivas, velar por la seguridad en el suministro, distribucion y
comercializacion de los alimentos, vigilando la inocuidad de los alimentos y todos los

factores que inciden o que ponen en riesgo el alimento para el consumo.

Se ha desarrolla un proyecto que explora la seguridad alimentaria en carnicos, se
centro en la investigacion de los icororganismos presentes en carnes y productos derivados
en la fase de expendio. La region de estudio corresponde a la ciudad de Tunja ubicada en el
departamento de Boyaca — Colombia. Se realizd un muestreo por conveniencia de expendios
de carne y productos derivados, las especies que se comercializan son vacuno, porcino, ovino,
caprino y aves de corral, en la region se tiene un enfoque en la explotacion agropecuaria, para
el consumo interno, asi como para el intercambio con otras regiones del pais y la exportacion

para el caso de frutas y vegetales.

Se realiz6 un andlisis microbioldgico que reporté microorganismos propios, de los
procesos de preparacién de los derivados carnicos y otros que se relacionan con la
manipulacion en la cadena productiva desde el manejo en granja, transporte, sacrifico,
beneficio y dispensacion de la carne, de 6rganos y piezas de los animales o productos como
carne, salchica, chorizo, entre otros. El estudio se centro en bacterias gramnegativas aisladas
de estos alimentos, que se identificaron fenotipicamente, se realizaron pruebas de
susceptibilidad antibidtica, de tolerancia a biocidas y se realizaron analisis molecular para
establecer relaciones filogenéticas; se estudio el genoma de una cepa de Escherichi coli,
aislada en el proyecto para explorar el entorno genético identificando genes asociados a la

resistencia antimicrobiana principalmente.

Se aisl6 390 bacterias de las cuales 308 fueron gramnegativas, se seleccionaron 77

cepas de Escherichia coli, con la que se trabajaron los ensayos de susceptibilidad



antimicrobiana y tolerancia a Biocidas. Del grupo total de bacterias gran negativas
predomino la especie Escherichia 35%, seguido de Enterobacter 23%, Citrobacter 10%,
Serratia 11%, Klebsiella 8%, otras enterobactereas11% y otros géneros con 5,3%. Las
pruebas de suceptibilidad mostraron resistencia a gentamicia en el 11%, a imipenem en el
8.7% y cefotaxima 5.4%, se encontrd que los bacilos gramnegativos presentaron respuesta
inntermedia en las pruebas de susceptibilidad (Difusion en disco kirby Bauer) con
porcentajes del 49,4% para imipenem y 38,9% para meropenen. Para Escherichia coli la
resistencia a tetraciclina fue del 51%, para trimetropim sulfametosaxol del 43%,
piperaciclina del 19% y otros con resistencia igual o inferior a 2.5%, reporta ademas
fenotips de resistencia BLEE en el 31%. En las pruebas de tolerancia a biocidas se report
para el caso del triclosan que el 6.1% del total de los gramnegativos tuvo crecimiento en
todas las concentraciones trabajadas los géneros que presentaron esta tolerancia en todas
las concentraciones fueron Escherichia, Enterobacter, Citrobacter, Serratia y Yersinia.
Para el cloruro de Benzalconio y clorhexidina la concentracion de inhibicion correspondid
a (0.25 mg/L) a partir de esa concentracion no hubo inhibicion del crecimiento bacteriano.
Para cetrimida la inhibicion se presento en 0.025 mg/L. La Escherichia coli reporta como
concentracion inhinitoria 0.025 mg/L para Hexaclorofeno (HC), Cetrimida (C),
Clorhexidrina (CL), el Hexadecilpiridinio (HP) reportd la concentracion de inhibicion a
partir de 0.025 mg/L.

Al realizar el andlisis filogenético de las secuencias del gen 16S de 80 cepas de
gramnegativos se observa principalmente grupos monofiléticos, asi como al analizar los el
dendograma solamente las cepas de Escherichia coli no se observan distancias
significativas y se conforma por grupo monofiléticos. Se selecciono una cepa de
Escherichia coli para secuenciacion de genoma en el que se reportan los genes de resistencia
a los antibioticos betalactamicos, quinolonas, sulfonamidas, tetraciclinas ente otros, genes

que codifican bombas de eflujo y resistencia a amonio cuaternario y factores de virulencia.

El analisis microbioldgico y molecular permitié identificar la circulacién de
bacterias con determinantes genéticos de resistencia a los antimicrobianos, en alimento de

alto consumo y necesario por su valor nutricional, lo anterior genera reflexion y proyeccion



de estrategias para la mejora en las practicas de manipulacion de la carne y sus derivados a
los largo de la cadena productiva, asi sobre las practicas de uso de los antibidticos y otras
sustancias antimicrobianas que inciden la calidad e inocuidad de la carnicos como vehiculos
de microorganismos que presentan estas caracteristicas. Con resultados como los aportados
por el presente trabajo la investiagcion y produccion de conocimiento en el tema de
seguridad de los alimentos debe seguir orientandose a estrategias de manejo y conservacion
de los alimentos que mitigen las acciones antropogénicas que conllevan a los riesgos y

perdida de la inocuidad de los alimentos.



SUMMARY



In the framework of the development of countries, the promotion of safe and
innocuous food is a priority; this is possible with the adoption of policies that integrate
research, technology and innovation, and that are the framework for projects that respond to
fundamental needs such as food, seeking to improve human, animal and environmental
health. In food systems, food safety must be tangible in all production chains, ensuring safety
in the supply, distribution and marketing of food, monitoring food safety and all factors that
affect or put food at risk for consumption.

A project has been developed that explores food safety in meat products, focusing on
the investigation of the ichororganisms present in meat and meat products at the retail stage.
The study region corresponds to the city of Tunja, located in the department of Boyaca -
Colombia. A convenience sampling of meat and meat products outlets was carried out, the
species marketed are cattle, pigs, sheep, goats and poultry, in the region there is a focus on
agricultural exploitation, for domestic consumption, as well as for exchange with other

regions of the country and export in the case of fruits and vegetables.

A microbiological analysis was carried out which reported microorganisms from the
processes of preparation of meat derivatives and others related to handling in the production
chain, from farm handling, transport, slaughter, processing and dispensing of meat, organs
and parts of animals or products such as meat, sausage, chorizo, among others. The study
focused on gram-negative bacteria isolated from these foods, which were phenotypically
identified, antibiotic susceptibility and biocide tolerance tests were performed and molecular
analyses were carried out to establish phylogenetic relationships; the genome of an
Escherichia coli strain isolated in the project was studied to explore the genetic environment,

identifying genes associated mainly with antimicrobial resistance.

A total of 390 bacteria were isolated, of which 308 were gram-negative, 77 strains of
Escherichia coli were selected for antimicrobial susceptibility and biocide tolerance tests. Of
the total group of gram-negative bacteria, the Escherichia species predominated 35%,
followed by Enterobacter 23%, Citrobacter 10%, Serratia 11%, Klebsiella 8%, other

enterobacteriall% and other genera with 5.3%. The susceptibility tests showed resistance to



gentamicin in 11%, to imipenem in 8.7% and cefotaxime in 5.4%. It was found that gram-
negative bacilli presented an intermediate response in the susceptibility tests (diffusion in
Kirby Bauer disk) with percentages of 49.4% for imipenem and 38.9% for meropenem. For
Escherichia coli resistance to tetracycline was 51%, for trimethoprim sulfametosaxol 43%,
piperacicline 19% and others with resistance equal to or less than 2.5%, reports BLEE
resistance phenotypes (31%). In the biocide tolerance tests, it was reported for triclosan that
6.1% of the total gram-negative bacteria showed growth in all the concentrations worked, the
genera that showed this tolerance in all concentrations were Escherichia, Enterobacter,
Citrobacter, Serratia and Yersinia. For benzalkonium chloride and chlorhexidine the
inhibition concentration corresponded to (0.25 mg/L) and above this concentration there was
no inhibition of bacterial growth. For cetrimide the inhibition was 0.025 mg/L. Escherichia
coli reported an inhibitory concentration of 0.025 mg/L for Hexachlorophene (HC),
Cetrimide (C), Chlorhexidrine (CL), Hexadecylpyridinium (HP) reported an inhibitory
concentration of 0.025 mg/L and higher.

When performing the phylogenetic analysis of the 16S gene sequences of 80 gram-
negative strains, mainly monophyletic groups were observed, as well as when analyzing the
dendogram of only the Escherichia coli strains, no significant distances were observed and
they were conformed by monophyletic groups. A strain of Escherichia coli was selected for
genome sequencing in which genes for resistance to beta-lactam antibiotics, quinolones,
sulfonamides, tetracyclines, among others, genes encoding efflux pumps and resistance to

quaternary ammonium and virulence factors are reported.

The microbiological and molecular analysis made it possible to identify the
circulation of bacteria with genetic determinants of antimicrobial resistance in food of high
consumption and necessary for its nutritional value. This generates reflection and projection
of strategies for the improvement of handling practices of meat and its derivatives throughout
the production chain, as well as on the practices of use of antibiotics and other antimicrobial
substances that affect the quality and safety of meat as vehicles of microorganisms that
present these characteristics. With results such as those provided by the present work,

research and production of knowledge on the subject of food safety should continue to be



oriented towards food handling and conservation strategies that mitigate anthropogenic

actions that lead to risks and loss of food safety.



I.INTRODUCCION



1.1 Seguridad Alimentaria

1.1.1 Contexto general de la Seguridad Alimentaria

El concepto de Seguridad Alimentaria se aborda desde el afio 1943 relacionado con
el suministro (acceso) seguro o regular, suficiente (cantidad) y adecuado (calidad) de
alimentos para cada persona, en la década de los 70 se sefiala el empleo de este sintagma con
mayor precision al identificarse la integralidad de procesos que demanda la seguridad
alimentaria en la poblacion en cada region (Pastorino, 2020; Belik, 2006); la Organizacion
de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO) concreta que la
seguridad alimentaria se define “cuando todas las personas tienen, en todo momento, acceso
fisico y econdmico a suficientes alimentos, inocuos y nutritivos para satisfacer sus
necesidades alimenticias y sus preferencias en cuanto a los alimentos, a fin de llevar una vida
activa y sana” (FAO, 2009). Definicion que se considera multidimensional toda vez que
refiere para ser garantes de esta seguridad, cuatro pilares como son la disponibilidad, el
acceso, la utilizacion bioldgica y la estabilidad de los alimentos, integrando ademas en este
concepto la dimension nutricional (Gordillo & Méndez 2013), y, como se establece en uno
de los objetivos de la Declaracion de Roma sobre la Seguridad Alimentaria el concepto de
Inocuidad definida por la Comision del Codex Alimentarius en 1969 (FAO, 2023: FAO and
WHO, 2023).

En la Cumbre Mundial sobre la alimentacion en noviembre del afio 1996, surge la
Declaracion de Roma sobre la Seguridad Alimentaria y, posteriormente en la reunion del
Comité de Seguridad Alimentaria Mundial (CSA) en la cumbre del afio 2009, en la que
participaron los Estados miembros de la Organizacion de las Naciones Unidas para la
Alimentacién y la Agricultura (FAQO), del Programa Mundial de Alimentos de las Naciones
Unidas (PMA), del Fondo Internacional de Desarrollo Agricola (FIDA) asi como, otros entes
y organizaciones no miembros con interés en la seguridad alimentaria y la nutricion, se
ratifica la importancia de la seguridad en el marco de las prioridades mundiales que se
incrementan directamente con el crecimiento poblacional y el riesgo de la degradacion de los

recursos naturales. Se propone en consenso como meta globalizada solventar y mitigar la
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inseguridad alimentaria, no solo con el manejo de los posibles factores que inciden en la
prevalencia de ésta, sino con el enfoque de las medidas, gestion de recursos y esfuerzos para
el mejoramiento del sector alimentario, lo cual hace el llamado al compromiso de todos los
actores y organizaciones para la consecucion de la seguridad alimentaria de las generaciones
presentes y futuras, mediante la propuesta de acciones de desarrollo sostenible. (FAO, 1996;
Giuseppe, F., 2018).

Es asi como, el CSA propone el Marco Estratégico Mundial para la Seguridad
Alimentaria y la Nutricibn (MEM), marco que aborda cuestiones que orientan las medidas
de seguridad y estrategias de colaboracion como recomendaciones y directrices que todos los
entes y organizaciones encargados de la Seguridad Alimentaria en cada pais pueden aplicar
en sus programas que operacionalizan la politica de seguridad alimentaria y nutricién y que
se integran con otras politicas relacionadas con el comercio, la explotacién agricola, el medio
ambiente y manejo de recursos naturales, gestion econémica y la inversion, adaptandose al
contexto de cada region (Mundial CDSA, 2013; Giuseppe, 2018).

Asimismo, han sido soporte del marco estratégico consensos expuestos en el
Comunicado Conjunto de L'Aquila sobre la Seguridad Alimentaria Mundial del G-8, en el
informe de la Evaluacién internacional del conocimiento, ciencia y tecnologia en el
desarrollo agricola (IAASTD) y en la Segunda Conferencia Internacional sobre Nutricion,
entre otros, documentos en los cuales se expone la seguridad alimentaria y su interaccidn con
la agricultura sostenible, los efectos de los cultivos transgénicos en el medio ambiente y la
salud humana, las consecuencias del desarrollo de la bioenergia, la disponibilidad fuentes
energéticas a largo plazo, el comercio de los alimentos, las repercusiones del cambio
climatico en la produccion agricola, la globalizacion del suministro de alimentos, la
concentracion de las empresas de distribucion y procesamiento de alimentos, las
problematicas sanitarias como la presencia de residuos de plaguicidas, metales pesados,
hormonas, antibioticos y diversos aditivos en el sistema alimentario, asi como los
relacionados con la ganaderia a gran escala, factores que fuerzan a la estructura de sistemas
eficaces, coordinados y dinamicos de seguridad e inocuidad de los alimentos en los contextos
nacionales (Armbrecht, et. al., 2008; TUAC, 2009; IAASTD, 2009, OMS, 2017).
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Para el logro de la Seguridad Alimentaria, teniendo en cuenta que la poblacion
mundial alcanzara al menos 9 mil millones para el afio 2050, y que se requerira entre el 60 y
el 70% mas de alimentos (Godfray, et al., 2010, Alexandratos, and Bruinsma, 2012), se
proponen acciones tendientes a enfrentar los desafios y apropiar la importancia de la
seguridad y la nutricion en todas las regiones (Mundial CDSA,2021), entre estas acciones se
tiene:

- El planteamiento de estrategias de integrales y multidimensionales respondiendo

a las necesidades de consumo basico de las poblaciones dados los cambios en las
preferencias alimentarias (Noack, & Pouw, 2015).

- La integracion de todos los productores de alimentos y de las pequefias
explotaciones agricolas orientando hacia una productividad agricola sostenible,
teniendo en cuenta ademas las posibles soluciones a la creciente competencia por
los recursos naturales (Mampan, Hill, & Saleem, 2011; McLaughlin, &
Kinzelbach, 2015; Arora 2018)

- La identificacién del contexto socioecondémico y cultural de las poblaciones
buscando la ampliacion o el refuerzo de los sistemas de proteccion social que
permitan atender el consumo de alimentos seguros e inocuos en poblaciones
vulnerables (King, et. al., 2017)

- El estudio del mercado y comercio de alimentos con un enfoque colaborativo y
transdisciplinario de la ciencia de la seguridad alimentaria, de acuerdo con las
tendencias sociales, de mercado y globales. (Cole, 2018)

- Lainvestigacion bésica y aplicada permanente de las cadenas de produccion de
los alimentos, trazabilidad, tecnologia y nuevos métodos de conservacion de los
alimentos y de vigilancia de la seguridad e inocuidad alimentaria (King et al.,
2017; Choi et al., 2019; Yu et al., 2022)

- La gestion asertiva y pertinente las inversiones para el desarrollo de
organizaciones de productores, con estrategias que hagan uso de recursos
derivados de apoyos regionales; estudien el funcionamiento del comercio y el
mercado (lo que incluye todas cadenas productivas) fomentando la proteccion

ambiental y sostenibilidad regional (Margulis, 2012).
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- El trabajo en alianza y en el marco de redes con sectores interesados, involucren
el compromiso politico y de gobernanza. (Naciones Unidas, 2011; Mundial
CDSA, 2021)

- El control y seguimiento de los sistemas conexos de vigilancia de la seguridad
alimentaria, la produccion de datos y la aplicacion para la gestion de riesgo y la

toma de decisiones (Jin, et al., 2020).

Dos desafios actuales que median la Seguridad Alimentaria y Nutricional son la
investigacion y el cambio climatico. La investigacibn como desafio se centra en la
investigacion de sistemas agricolas (FAO, 2011a), para movilizar el potencial de la
produccion e intercambio de conocimiento e innovacion, respondiendo a las necesidades de
desarrollo en relacion con la alimentacion y la agricultura, las lineas de investigacion surgen
de los cuatro pilares de la Seguridad Alimentaria, se desarrollan estudios que muestran las
interacciones entre los sistemas de produccién alimentaria y los agricolas, se explora el
impacto sobre la Seguridad Alimentaria del uso y manejo de suelos, sistemas de cultivo,
rendimiento de cosechas, rentabilidad de las préacticas agricolas en relacion con la calidad de
los alimentos, investigaciones sobre proyeccion y aplicacién de politicas que integran la
seguridad y la produccién, analisis de resultados de métricas de seguridad alimentaria
respecto de la disponibilidad, acceso, utilizacién y estabilidad de los alimentos, modelacion
e integracion de la tecnologia y las ciencias 6micas en la produccion de alimentos y la
seguridad, entre otros objetos de investigacion. (Davies, 2010; Stephens, et al., 2018; Balkir,
et al., 2021; Nicholson, et al., 2021; Li et al., 2021)

El cambio climatico expone la incertidumbre y el riesgo por el desarrollo de eventos
extremos y la afectacion de recursos naturales como agua y suelos asi como de su microbiota,
necesarios en los sistemas de produccion agricola y pecuaria, aumentando la vulnerabilidad
de la personas, perturbando el mercado y el suministro de los alimentos deteriorando las
condiciones que demanda la seguridad, como estrategia se tiene el enfoque de la agricultura
climaticamente inteligente en donde los sistemas agricolas se adapten a las tendencias
climaticas a largo plazo y a la creciente variabilidad de los patrones climaticos, esta estrategia

prioriza la seguridad alimentaria (Tripathi & Variyar, 2021). La realizacion mancomunada
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de acciones con este enfoque, entre los productores, investigadores, sector privado, la
sociedad y los entes reguladores o de financiamiento, pueden promover mejores practicas,
por ejemplo, de alimentacion del ganado para una mejor produccién de alimentos derivados
de cualquiera de los ambientes de produccion pecuaria, practicas de produccion
agroecoldgicas y uso de sistemas de produccion heterogéneos adaptados al contexto del

productor y la region (Lipper et al., 2014).

Con el manejo adecuado de los efectos del cambio climatico puede mitigarse los
problemas de variabilidad, inocuidad, contaminacion microbiologica y quimica de los
alimentos, asi como disminuir los indicadores de incidencia de las enfermedades trasmitidas
por los alimentos, al igual que el impacto generados por la contaminacion con biotoxinas en
los ambientes acuéticos y terrestres, la comprension de todos los cambios es un primer paso

para garantizar la preparacion ante los riesgos alimentarios emergentes. (Tirado, 2010)

Todas las acciones dirigidas a los efectos del cambio climético son de alta prioridad,
dado que la Seguridad Alimentaria es resultado del sistema alimentario que tiene
interconexion e interseccién con los ecosistemas, los sistemas climatico y econdmico,
generan impacto y tensiones, condiciones favorables y limitaciones sobre la produccion de
alimentos, por lo tanto las medidas de adaptacion o mitigacién tomadas en cualquier punto
de esta interrelacion podran reducir los impactos negativos en la disponibilidad, acceso,
utilizacion y estabilidad de los alimentos y sus fuentes para de esta manera garantizar la
Seguridad alimentaria (Vermeulen, et al., 2012; Myers, et al., 2017; Mbow et al., 2020, ). En
lafigura 1 se expone las interconexiones de los diferentes sistemas con el sistema alimentario,
corresponde a una figura que muestra las entradas y salidas entre los sistemas, y en la que se
observa como resultado la Seguridad Alimentaria mediada por multiples factores que inciden

directa o indirectamente y que a su vez es base del bienestar y la salud humana.
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Figura 1. Interconexiones entre el sistema climatico, el sistema alimentario, los ecosistemas

y el sistema socioeconémico.
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Nota: Tomado de Mbow et al., 2020.

La Seguridad Alimentaria salvaguarda la salud, desde el enfoque de “Una sola salud",
en el que se muestra la relacion entre la salud de los seres humanos, los animales y el medio
ambiente, la seguridad alimentaria, la produccién sostenible de alimentos y la gestion
medioambiental son determinantes para garantizar el mantenimiento de la salud global
(Bogvist, 2018; Garcia et al., 2020,). En la relacion establecida en este enfoque se encuentra
que la seguridad alimentaria aborda el control, seguimiento y vigilancia de las enfermedades
que suponen amenaza Y riesgo de salud publica, enfermedades multicausales, con reservorios
y fuentes en cualquiera de los ambientes humano, animal o ambiental (Savelli, et al., 2021;
Brooks, 2022). Es asi como, en ésta interfaz, derivada de la globalizacion, se crea la ruta de
circulacién de enfermedades transfronterizas (prevalentes, emergentes, reemergentes y
zoonosis), de patdgenos, de contaminantes quimicos, metales pesados, antibioticos,
plaguicidas entre otras sustancias establecidas por el comité sobre contaminantes de los
alimentos y descritas en el Codex Alimentarius CXS 193 (FAO —WHO, 2022), que exponen
la inocuidad de los alimentos y reportan indicadores de morbi - mortalidad importantes por
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la incidencia de brotes y otras afectaciones cronicas relacionadas con la exposicion a
alimentos contaminados, situaciones que generan impacto econdémico para productores,
consumidores y el sistema alimentario en general (Hoffmann, 2012; Ford,2019), al igual que,
los riesgos para la salud humana asociados con la presencia microrganismos en alimentos y
ambientes de produccion resistentes a sustancias antimicrobianas con la subsecuente

circulacién de genes de resistencia en los microbiomas. (FAO 2011b; Gousia, 2011).

La complejidad del sistema alimentario, hace necesaria la colaboracion entre
investigadores, industria, agencias nacionales y otras partes interesadas bajo un dialogo
permanente con el enfoque de una sola salud, se requiere de la cooperacion estrecha entre
distintas disciplinas para abordar los retos en materia de seguridad alimentaria, que
corresponden a la identificacion de amenazas en el produccion de los alimentos en cualquiera
de los ambientes; determinacién de la carga de las enfermedades transmitidas por los
alimentos y garantia de la inocuidad alimentaria que difiere de acuerdo al contexto (ingreso
de las poblaciones, condiciones locales, infraestructuras gubernamentales, etc.); comprension
de la complejidad de las cadenas globales de suministro de alimentos generada por
regulaciones de seguridad alimentaria entre paises y la falta de requisitos uniformes de un
producto a otro y, por ultimo el bienestar, las buenas précticas de produccion animal y la
sostenibilidad ambiental (King et al., 2017; Bogvist, 2018). Lo expuesto anteriormente
dimensiona la dinamica del sistema alimentario y la seguridad alimentaria en la interfaz del
enfoque de una sola salud. En la figura 2 propuesta por King et al., 2017 se observa la
complejidad de un sistema alimentario que enfoca las necesidades de la seguridad alimentaria
y en la figura 3 propuesta por Xie et al., 2017, se muestra la interaccion entre los tres
ambientes (humano, animal y ambiental), actores, disciplinas, determinantes y los vinculos
que se establecen en el enfoque de una sola salud ubicando la seguridad alimentaria en esta

interfaz.

16



Figura 2. Sistema alimentario global y su complejidad. Interface Seguridad alimentaria.
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Figura 3. Interconexiones de la interfaz del enfoque de una sola salud con integracion de la

seguridad alimentaria
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1.1.2 Inocuidad Alimentaria

La inocuidad de los alimentos se define como el conjunto de condiciones y medidas
necesarias durante la produccion, almacenamiento, distribucion y preparacion de los
alimentos, todas las acciones en la cadena deben garantizar que el consumo del alimento
crudo o en preparacion no represente un riesgo apreciable para la salud. Esta hace parte de
los atributos de calidad, y se centra en el control y la vigilancia de posibles brotes de
enfermedades trasmitidas por consumo de alimentos contaminados (Enfermedades
Transmitidas por los Alimentos, ETA) mediante los diferentes agentes como son los
patdégenos microbianos, biotoxinas y/o contaminantes quimicos o fisicos. La inocuidad se
logra cuando un alimento no contiene agentes fisicos, quimicos o bioldgicos en niveles de
manera que no pone en peligro la Salud individual y publica, un alimento inocuo es esencial
para promover la salud, los medios de vida, el comercio, el crecimiento econdmico y la
prosperidad general. (Minsalud, 2013; FAO, 2023)

Los problemas de inocuidad de los alimentos tienen su origen en la produccion
primaria (de origen organico, agroindustrial o de cultivos celulares), cualquiera de los agentes
de riesgo se transfiere y circula en todas las fases de la cadena alimentaria que incluye el
procesamiento, empaque, transporte, comercializacion, preparacion y consumo. Lo que
indica que se requiere control, vigilancia integral y analisis de riesgos en el manejo del
alimento de acuerdo con la regulacion que incluye estdndares de higiene de los alimentos,
pardmetros de calidad fisicoquimica, organoléptica y microbiol6gica de los alimentos y
normativa de los sistemas que determinan el riesgo, siendo de responsabilidad de los
gobiernos, la industria, productores y consumidores, solamente con esta interrelacion en la
cadena de produccidn se podra establecer la posibilidad de la transmision de un patégeno o
de una sustancia nociva permitiendo la toma de decisiones en relacion con la garantia de la
Inocuidad del alimento (OPS, 2015; OPS, 2023; FAO &0MS, 2023a; FAO & OMS., 2023Db).

Por lo anterior, dada la responsabilidad de la garantia de la inocuidad en toda la

cadena productiva alimentaria, se debe contar con un sistema de gestion de inocuidad de los
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alimentos, este es implementado por productores e industrias, y estd basado en la
identificacion y evaluacion de peligros (biologicos, quimicos o fisicos que produzcan un
efecto adverso en la salud), la aplicacion y validacién cientifica de las medidas de control
(puntos criticos de control, PCCs), igualmente los sistemas integran el monitorear los PCCs,
y permiten aplicar acciones correctivas cuando se identifiquen desviaciones, ademas de
mantener el registro de toda la documentacion del sistema, este sistema se denomina de
andlisis de peligros y puntos criticos de control (HACPP - Hazard analysis and critical
control points); se tiene otros procesos certificadores de calidad e inocuidad como son las
normas 1SO 22000:2018, Food Safety Systems Certification - FSSC 22000. (Susni¢ et al.,
2016; 1SO, 2018).

De otra parte, los paises y regiones desde sus agencias u oficinas responsables de la
toma de decisiones en relacion con la inocuidad aplican otros marcos de referencia para la
gestion como es el modelo de andlisis de riesgo en el que se integra la evidencia cientifica
con la gestion, evaluacion y comunicacion de los riesgos. En este modelo se establecen
objetivos medibles respecto a la inocuidad de los alimentos, lo que se representa en resultados
de consenso que mantienen o modifican politicas adoptadas. Las herramientas de
priorizacion de riesgos le permiten al gestor de riesgos clasificar los problemas de inocuidad
por su impacto en la salud pablica optimizar la asignacion de recursos disponibles, se cuenta
con herramientas que clasifican los riesgos por su severidad y probabilidad, también se
utilizan modelos como los establecidos con microbiologia predictiva. (OPS, 2021;
OPS,2023).

En materia de Inocuidad se cuenta con una normativa propuesta desde el consenso
internacional, que se apropia y adapta a cada region y pais, asimismo para operacionalizar
las politicas publicas los paises cuentan con oficinas y/o redes encargadas del sistema de
vigilancia de la inocuidad de los alimentos, que compilan, analizan y reportan datos con
suficiencia, como base para toma de decisiones. En la tabla 1 se compilan los entes

encargados del seguimiento de la inocuidad alimentaria en algunas regiones y paises.
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Tabla 1. Oficinas y organizaciones nacionales encargadas de la vigilancia de la inocuidad

alimentaria.
PAIS/ E
REGION OFICINA / ORGANIZACION
) Centro Europeo para la Prevencién y el Control de las Enfermedades
UNION (ECDC).
EUROPEA Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA) .
https://www.efsa.europa.eu/en/efsajournal/pub/7666
Departamento de Salud
AUSTRALIA https://www1.health.gov.au/internet/main/publishing.nsf/Content/cda-pubs-annlrpt-
ozfnetar.htm
ESTADOS Center for Disease Control and Prevention
UNIDOS https://www.cdc.gov/fdoss/annual-reports/index.html
Agencia Canadiense de Inspeccion de Alimentos
CANADA https://inspection.canada.ca/food-safety-for-industry/food-chemistry-and-
microbiology/food-safety-testing-reports-and-journal-articles/bacterial-pathogens-
and-indicators/eng/1689275546353/1689275546900
Instituto Nacional de Salud (INS) — SVIGILA
COLLL Bl https://www.ins.gov.co/buscador-eventos/Lineamientos/Pro ETA%202022.pdf
Ministerio de Salud — Sistema integrado de vigilancia
ARGENTINA https://bancos.salud.gob.ar/recurso/boletin-integrado-de-vigilancia-n569-se39-2021
Ministerios de salud.
BRASIL https://datasus.saude.gov.br/acesso-a-informacao/doencas-e-agravos-de-
notificacao-de-2007-em-diante-sinan/
) Secretaria de Salud - Direccion General de Epidemiologia — SUIVE
MEXICO https://www.gob.mx/salud/acciones-y-programas/informes-semanales-para-la-
vigilancia-epidemiologica-2021

Fuente: el estudio.

Se complementa el trabajo de estas organizaciones con redes producto de alianzas

gubernamentales como:

- Global Foodborne Infections Network (GFN): Programa de desarrollo de
capacidades que promueve la vigilancia integrada y la colaboracion intersectorial
entre las disciplinas de salud humana, veterinaria y alimentos. Red conformada
por la OMS, CDC, la Universidad Técnica Danesa de Alimentos y 8 aliados
globales, sus acciones estan dirigidas a la capacitacion, investigacion de la carga
de la enfermedad y la resistencia a los antimicrobianos, provee de apoyo para el
seguimiento de las capacidades técnicas y control de calidad de laboratorios.
(CDC, 2022)

- Red PulseNet International: Red coordinada por el CDC ingterelaciona las

organizaciones que exploran y estudian la deteccidn de brotes, reine a 88 paises

20


https://www.efsa.europa.eu/en/efsajournal/pub/7666
https://www1.health.gov.au/internet/main/publishing.nsf/Content/cda-pubs-annlrpt-ozfnetar.htm
https://www1.health.gov.au/internet/main/publishing.nsf/Content/cda-pubs-annlrpt-ozfnetar.htm
https://www.cdc.gov/fdoss/annual-reports/index.html
https://inspection.canada.ca/food-safety-for-industry/food-chemistry-and-microbiology/food-safety-testing-reports-and-journal-articles/bacterial-pathogens-and-indicators/eng/1689275546353/1689275546900
https://inspection.canada.ca/food-safety-for-industry/food-chemistry-and-microbiology/food-safety-testing-reports-and-journal-articles/bacterial-pathogens-and-indicators/eng/1689275546353/1689275546900
https://inspection.canada.ca/food-safety-for-industry/food-chemistry-and-microbiology/food-safety-testing-reports-and-journal-articles/bacterial-pathogens-and-indicators/eng/1689275546353/1689275546900
https://www.ins.gov.co/buscador-eventos/Lineamientos/Pro_ETA%202022.pdf
https://bancos.salud.gob.ar/recurso/boletin-integrado-de-vigilancia-n569-se39-2021
https://datasus.saude.gov.br/acesso-a-informacao/doencas-e-agravos-de-notificacao-de-2007-em-diante-sinan/
https://datasus.saude.gov.br/acesso-a-informacao/doencas-e-agravos-de-notificacao-de-2007-em-diante-sinan/
https://www.gob.mx/salud/acciones-y-programas/informes-semanales-para-la-vigilancia-epidemiologica-2021
https://www.gob.mx/salud/acciones-y-programas/informes-semanales-para-la-vigilancia-epidemiologica-2021

en una red de laboratorios con capacidad para la vigilancia molecular de las
infecciones transmitidas por los alimentos, genera desarrollo, validacion e
implementacion ~ de  métodos de  subtipificacion  estandarizados
internacionalmente para y realizan estudios colaborativos sobre la distribucion
geografica y la propagacion de diferentes clones de patogenos transmitidos por
los alimentos. (PulseNet International, 2023).

PulseNet América Latina y el Caribe (PNALC), su funcion es la vigilancia de
ETA basada en laboratorios nacionales y regionales; diagndstico e investigacion
de la carga de enfermedades, deteccidn, de patdgenos emergentes y reemergentes
tempranos, consolidacion de bases de datos nacionales y regionales; para
promover acciones e intervenciones coordinadas de salud publica que involucra
el monitoreo entre laboratorios, las organizaciones veedoras de la inocuidad
alimentaria, la vigilancia clinica y la determinacion de los perfiles
epidemiologicos. (PulseNet Latin America & Carribean, 2019)

Red Interamericana de Laboratorios de Analisis de Alimentos (RILAA): Red
coordinada por PANAFTOSA-OPS/OMS que incluye a las redes nacionales de
laboratorios de alimentos. En sus funciones esta mantener y coordinar un sistema
de informacion y comunicacion entre laboratorios, promover la mejora del
desempefio favoreciendo el acceso a ensayos de aptitud e interlaboratorios,
capacitacion y educacion continua, asistencia técnica, intercambio, interaccion y
cooperacion técnico-cientifica. (PANAFTOSA-OPS/OMS, 2020).

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y el Grupo de Referencia de

Epidemioldgica de la Carga de Enfermedades Transmitidas por Alimentos (Foodborne

Diseases Burden Epidemiology Reference Group - WHO FERG), estimé que las

enfermedades transmitidas por alimentos (ETA) causan anualmente 600 millones de casos

de enfermedad, 420.000 muertes, la poblacion con mayor vulnerabilidad son los nifios

menores de 5 afos, grupo etario al que se le asocia el 40% de la carga de la enfermedad.

(OPS, 2021). La proyeccion al 2050 muestra una urbanizacién creciente, cambios en el poder

adquisitivo e innovacién en modelos y sistemas de comercializacidn que alteran el acceso a

los alimentos y los habitos de consumo por lo que es prioridad el mejoramiento de las

21



practicas higiénicas en los sectores alimentacion y agricultura para reducir la aparicién y
propagacion de patdgenos emergentes, reemergentes y resistes a los antimicrobianos, para
esto se cuenta con regulaciéon y normativas especificas. (FAO., OMS., UA, 2019a).

Son consideradas las Enfermedades Transmitidas por Alimentos (ETA), las
Infecciones alimentarias producidas por la ingestion de alimentos (incluida el agua)
contaminados con agentes infecciosos, que colonizan, se multiplican e invaden la pared
intestinal y luego se diseminan a otros sistemas 0 secretan metabolitos con accidn patogena
y, las Intoxicaciones alimentarias producidas por la ingestién de toxinas formadas en tejidos
de plantas o animales o por sustancias quimicas o radioactivas que se incorporan de manera
accidental, incidental o intencional desde la produccion hasta el consumo, la vigilancia
epidemioldgica de la ETA genera informacion para la implementacién de estrategias de
adecuacion y fortalecimiento institucional de los Sistemas de Medidas Sanitarias y
Fitosanitarias, buscando la proteccion de la salud y vida de las personas y los animales,
aumentar la competitividad y fortalecer la capacidad para obtener la admisibilidad de los

productos agroalimentarios en los mercados internacionales. (MinSalud Colombia, 2013)

Historicamente, los brotes de gran magnitud y sus consecuencias econdémicas debido
al consumo de alimentos no inocuos (contaminados), han ocurrido como resultado de una
conducta que genera la perdida de la salvaguardia de la calidad y seguridad de los alimentos
conllevando a incidentes atribuidos a contaminantes quimicos, actualmente se asocian a
brotes por agentes microbianos que son los que reportan cargas de enfermedad alta y que
afectan principalmente a nifios menores de 5 afios en el mundo, se estiman pérdidas de cerca
de 95 mil millones de dolares causadas por el consumo de alimentos no inocuos en paises
principalmente con economias con ingresos bajo y medio y, que presentan alta carencia en

el control de la inocuidad alimentaria (Fung et al., 2018; Jaffee et al., 2019).

En la Tabla 2 se compilan estudios y reportes de las enfermedades y patdgenos

trasmitidos por los alimentos, en determinados periodos en diferentes regiones y paises.
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Tabla 2. Reportes y estudios mundiales de Enfermedades Transmitidas por Alimentos

REGION Y/O ETAS / PREVALENCIAS** REFERENCIA
PAIS /ANO
Bacterianas: (EFSA and
- Campilobacteriosis — Campylobacter. En 3220 alimentos muestreados se report6 en vegtales 37.7%, laxcteos ECDC, 2022;
258.2%, carnes 13.1%; se detecto en carne de pavo 12.9%, pollo 11.5% y otras carnes frescas en 17.7%, porcino  Scallan et al.,
2.25% y bovino 0.52%. 2011)

UNION EUROPEA.
2021

- Salmonelosis — Salmonella. En 22.614 muestras de 14 paises se detectd en produccion 2.81% y en distribucion
2.53%. Productos carnicos derivados de aves reportaron el 15.2%, carne fresca 3.1%, ovoproductos 3.1%, otras
matrices alimentarias 0.30%. En general para los alimentos no listos para el reporte fue de 2.1% y para listo
para consumo de 0,23%

- Listeriosis — Listeria. En 73,238 unidades de muestreo de alimentos de alimentos listos para consumo y
466,290 no listo recolectadas (26 paises), la prevalencia fue de 0,23 %) y 2,1 % respectivamente. El aislamiento
de L. monocytogenes se presento en el 3.1% en muestras en produccién. Los alimentos relacionados fueron
productos carnicos, embutidos fermentados y en productos de pesca. En productos lacteos correspondid el
0.51%. en muestras de vegetales (1.147) se reporté el 3.0%

- Infeccion por Escherichia coli productora de toxina Shiga - STEC. de 23 paises se recolectaron 27.659
muestras. De los alimentos listos para consumir, se tomaron 7.444 muestras, de esta 112 fueron positivas
carnicos crudos (bovino) 1,7 %, leche 1.7%, frutas, verduras y jugos 0.55% Yy en especias 0,3%. En 4 paises
con produccion de carne fresca de oveja se detectd en el 9.7% y en distribucion del 14.3%. 3 paises reportaron
muestras de carne de ciervo con un 17.9% principalmente de las muestras tomadas en sacrificio. El total de
virotipos asilados de alimentos fue de 284 con presencia de gen eae y 79 subtipos sxt.

- Brucelosis. 3 paises reportaron 322 muestras, 2 de las cuales de leche cruda de oveja report6 positivo para
una especie de Brucella no especificada.

Otras bacterias:

Escherichia coli enterotoxigénica — ETEC: 45 casos.

Yersiniosis — Yersinis enterocolitica, se reporto aisladamente en 11 paises.

Cronobacter sakazakii, se reporto un brote en prematuros identificado como vehiculo formula probidtica.
V. cholerae (no toxigénico), brote reportado en hogar de adulto mayor

Toxinas bacterianas

De las intoxicaciones por alimentos el 28% se relaciond con toxinas bacterianas provenientes de Clostridium
perfringens con mayor nimero de casos, Clostridium botulinum y Staphylococcus aureus asociado a
mortalidad.
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REGION Y/O ETAS / PREVALENCIAS** REFERENCIA
PAIS /ANO
Virus:
Norovirus: reportado en 14 paises, con 37 brotes.
Hepatitis A: reportado en 6 estados sin evidencia respecto a la matriz alimentaria.
Parasitos
Trichinelosis. 31 paises reportaron muestreos en carne de cerdo, jabali y zorro. De als muestras aportadas por
cada pais Rumania reporto mas de la mitad de los cerdos positivos 81, 67%, 19, 16%, Espafia 13,11%, Croacia
(cinco, 4,2%), entre, los mé&s representativos. La especie prevalente fue T. espiralis se detectd en 50 cerdos
(83%), seguida de T. britovi
Equinococosis E. granulosus. En 19 paises se realizd monitoreo, el 99% eran animales domésticos (ovejas,
bovinos, caprinos, porcinos, equinos, bafalos de agua, perros y gatos). Ovejas y cabras reportaron el 57.2%.
Dryptoporidiosis — C. parvum: 2 estados reportaron brote, el de mayor relevancia asociado al consumo del
kale.
Se reportaron 179 brotes transmitidos por alimentos uge reportaron 290 ingresos hospitalrios y 5 muertes. Los (Australian
causales principales fueron: Government,
Campilobacteriosis: 60% 2017)
AUSTRALIA. 2017 | Salmonelosis: 34%. 49 brotes por Salmonella Typhimurium siendo el vehiculé los huevos.
Shiguellosis: 4%
Escherichia coli enterotoxigénica— ETEC: 1%
Se reporto <1% para Fiebre tifoidea, listeriosis, colera, hepatitis A y Botulismo.
Se reportaron 841 brotes de enfermedades transmitidas por alimentos, causando 14.481 enfermedades, 827 (CDC, 2019)
hospitalizaciones, 20 muertes y 14 alimentos retiradas de productos. Los patégenos relaciondos fueron:
Norovirus: 35% de los brotes
Salmonella: 29% brotes y 34% enfermedades,
ESTAD(;gll;N D%, Escherichia colu productora de toxina Shiga 5% brotes y 6% enfermedades
Clostridium perfringens, que 5% brotes y 5% enfermedades.
Los alimentos relacionados principalmente fueron con los brotes correspondieron a moluscos (41 brotes),
pescado (37) y pollo (23). Y las enfermedades se asociaron con el consumo de pavo (609), frutas (521) y pollo
(487), alimentos consumidos es restaurantes.
Entre el afio 2016 al 2020 se realiz6 el monitoreo en 11 ciudades de Canad4, 21.626 muestras (leche, carne  Australian
molida cruda, carne lista para comer, pescados y mariscos, frutas y verduras frescas, frutas procesadas, leche, Government.
queso y helado de origen vegetal y especias en polvo). El 98,2%, de las muestras fueron evaluadas fueron 2017

CANADA. 2016-2020

satisfactorias, se llevaron a confirmacién el 1.7% y el 0.1% reportaron la presencia de patdgenos en muestras
de carne de coco cruda congelada, leche de animales distintos de las vacas y carnes crudas molidas (carne de
res, ternera, cordero). Los patdgenos reportados por nimero de muestras fueron:
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REGION Y/IO ETAS / PREVALENCIAS** REFERENCIA
PAIS /ANO

Escherichia coli: 78

Escherichia coli no 0157 veritoxihenica (VTEC): 53

E. coli 0157: 2

Listetia monocytigenes: 53

Bacillus cereus:1

Salmonella: 7

Cyclospora: 1

En un estudio documental, de publicaciones sobre enfermedades transmitidas por los alimentos en los paises (Delgado, 2023)
suramericanos de Colombia, Perd, Chile, Paraguay, Argentina y Brasil entre los afios 2016 al 2020, en los
cuales se estudiaron 551 muestras de alimentos se reporta la prevalencia de patégenos en los alimentos de
acuerdo con:

PAISES EDA de origen alimentario: 15,8%. Las etiologias relacionadas son Salmonella spp., E. coli y Bacillus cereus
SURAMERICANOS. | Gastroenteritis: 10,5% relacionada con Listeria monocytogenes, E. coli y Vibrio parahaemoly
2016 A 2020 Infeccidn por E. coli enterotoxigénica y enterohemorragica: 25,6%, asociada lacteos y productos carnicos

Salmonelosis: 44,7%, en carne de ave, cerdo y bovino, lacteos, huevos, verduras.

Listeriosis 5,2%; Listeria monocytogenes, por el consumo de queso fresco, pollo arroz y mezcla de verduras

S. aureus: 11.6%, relacionado con el consumo de mariscos, frutos secos, salsas y quesos

Bacillus cereus: 4.7%, por consumo de arroz, coladas y salsas.

Se notificaron 603 brotes de ETA con 6 883 casos involucrados. el 55,6 % de los brotes ocurri6 en el hogar, (MinSalud
el 17,6 % en restaurantes. En las muestras recolectada en 402 brotes se identifico principalmente. Colombia, 2022)
Escherichia coli: 20.3%

Staphylococus: 11.3%

COLOMBIA. 2021 | Shuigella: 5.8%

Salmonella:5.4%

Bacillus cereus: 4.05%

Virus: norovirus y rotavirus: 1.8%

Parasitos: Entamoeba histolytica, Giardia, y otros: 6.7%

Fuente: compilacion del presente estudio. ** se resumen los datos de prevalencia tomados de cada reporte.
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Los datos reportados por los entes de manera sistematica, se producen en los
laboratorios, es por en las reflexiones mundiales sobre Inocuidad alimentaria defienden que
la ciencia, la innovacion y la transformacion digital debe estar al servicio de esta, para
garantizar la oportunidad en la evaluacion de la inocuidad de los alimentos y prevenir
enfermedades innecesarias transmitidas por los alimentos, es esencial la deteccion rapida y
precisa de agentes patdgenos. Las pruebas convencionales sin dejar de soportar el diagnostico
microbioldgico, se complementan con métodos rapidos y sensibles, que incluyen ensayos
basados en principios moleculares, deteccion de antigenos y paneles de reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR). La innovacién, ha introducido la resonancia magnética nuclear
(RMN) con nanoparticulas, que puede detectar ADN o proteinas de mdultiples patdgenos
microbianos objetivos mediante andlisis de &cidos nucleicos, anticuerpos y otros
biomarcadores (Fung et al., 2018). La secuenciacion del genoma completo se utiliza para
vigilancia epidemioldgica de los patdgenos transmitidos por los alimentos, rastreando rutas
de transmisién, haciendo el seguimiento de fuentes de contaminacion, caracterizando de
determinantes genéticos de virulencia o resistencia, esta informacion se puede integrar con
modelos de simulacion y de prediccion que tienen en cuenta el tipo de matriz alimentaria o
de la fuente (suelo, agua, materia organica,, muestras biologicas) , variables de supervivencia,
de los patdgenos, lo que permite la evaluacién de riesgos microbiolégicos que soportan las
decisiones en produccion relacionados con la continuidad o no de un producto, la evaluacion
de diferentes métodos de conservacién como tratamientos no térmicos, alta presion
hidrostatica, campos eléctricos pulsados, ultrasonido, luz pulsada, luz ultravioleta y plasma
frio, seleccion de materia prima, contaminacion cruzada, entre otros, ademas ampliar la
comprension de la ecologia y fisiologia de los microorganismos transmitidos por los
alimentos. (La Pefia et al., 2018;Fung et al., 2018; Rantsiou et al. 2018; Rouzeau et al., 2019;
FAO., OMS., UA 2019b)

Se suma a la determinacion de patogenos, la deteccion de trazas de contaminantes
mediante técnicas analiticas con sensibilidad y limites de deteccion que cuantifican trazas de
contaminantes que no se detectaban anteriormente, revelando en los alimentos mezclas de
sustancias que pueden ser de origen en la materia prima, del ambiente interno de produccion,

o del medio ambiente producto de los efectos del cambio climatico, por ejemplo los cambios
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causados en la inocuidad de los alimentos por micotoxinas o biotoxinas marinas, o la
permanencia de trazas de sustancias antibioticas o biocidas que pueden ser de compuestos
primarios, metabolitos libres o metabolitos ligados covalentemente, concentraciones
producto de las practicas de control de infecciones en produccion pecuaria o que llegan a los
alimentos por contaminacion con agua o suelos que presentan estas sustancias provenientes
de escorrentia de suelos de cultivos o de zonas de produccion pecuaria, de efluentes de aguas
residuales domésticas o industriales; para estas sustancias se tiene reglamentacion especifica
y protocolos de deteccion de los limites maximos permitidos, con lo cual se establece el
parametro de deteccidn que califica la inocuidad del alimento. (FAO et al., 2019; Bacanli ET
AL., 2019; FAO & OMS, 2021a; FAO & OMS, 2021b; Duefiez et al., 2022).

Los antibioticos, son sustancias presentes en piensos animales. En la préactica de
engorde se utilizan con dosis subterapeuticas el tratamiento, prevencion de enfermedades y
promocion del crecimiento, lo que puede provocar residuos de antibidticos en alimentos
como leche, huevos y carne. Estos residuos pueden provocar diversos efectos secundarios,
transferencia de bacterias resistentes a los antibidticos a los seres humanos, efectos
inmunopatoldgicos, o reacciones patologicas como alergia, mutagenicidad, nefropatia
hepatotoxicidad, trastornos reproductivos, toxicidad en la médula dsea y afectacion de la
microbiota intestinal. Por el proceso bioldgico de transferencia horizontal de genes, se corre
el riesgo que a patdgenos transmitidos por los alimentos sea transferidos estos genes como
en el caso de Campylobacter spp. y Salmonella spp. lo que impacta en las posibilidades
tratamiento de estos patégenos. De otra parte, los microorganismos con resistencia a los
antimicrobianos en los alimentos son un riesgo econémico, la presencia de estas sustancias
afecta la posibilidad de llevar el alimento a un comercio global, conlleva a incrementar los
costos de la practica agricola desde la produccion primaria y a lo largo de toda la cadena
alimentaria hasta el consumo. (Bacanli ET AL., 2019; Menkem, et al., 2018; Jaffee, 2019)

1.2. Carnicos

La cadena productiva de Carnes y Productos Carnicos corresponde al proceso que
inicia desde la produccion de ganado en pie hasta la elaboracion de los productos derivados

como carne fresca, refrigerada o congelada; carne seca, salada o ahumada; derivados carnicos
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(salchichas, salchichon, morcillas, mortadela, longaniza, butifarra y otros embutidos); pates,
jamon, tocineta; y despojos animales (visceras y menudencias), los productores del sector
pecuario son responsables de la cria y levante de ganado bovino, porcino y aves de corral;
las plantas de beneficio quienes se encargan del beneficio, almacenamiento, comercializacion
y expendio de carne; y las empresas transformadoras de la elaboracion de productos carnicos.
Estos son alimentos altamente perecederos de riesgo significativo para la salud humana, por
lo cual esta cadena estd ampliamente regulada tanto en la produccion pecuaria (primaria)
como a nivel industrial. Para Colombia cuenta cada produccion cuenta con politicas de

sanidad e inocuidad en porcinos, vacunos y aves (Galindo & Ramirez, 2018).

En la produccion de carne y derivados se debe contar con un sistema de buenas
practicas, en este sistema se incluyen las normas de higiene, aplicables es toda la cadena
desde la produccién primaria para disminuir la probabilidad de introduccion de factores de
riesgo, mantener el control y monitoreo de agentes zoon6ticos en las poblaciones animales y
en el ambiente apropiados, estas practicas debe ser enfocadas en la salud y la higiene de los
animales, registros de los tratamientos, del forraje y de factores ambientales relevantes, y
deben incluir la aplicacion de los principios de un sistema de calidad; en el beneficio en
donde se realiza el pre-sacrificio, los métodos de aturdimiento y matanza se debe
principalmente minimizar la contaminacion cruzada con patdgenos de origen alimentario y
facilitar una matanza y faenado eficiente; en el examen ante morten que tiene como propdésito
la inspeccion y detencion de indicadores de animales inseguros; en el faenado en donde se
realiza el retiro de piel, cuticulas y evisceracion, hay un alto riesgo de contaminacion cruzada
por lo cual se deben reforzar las técnicas y métodos de manipulacion e higiene en el sacrificio
y por ultimo en el almacenamiento de la carne. (FAO, 2007). En el caso de Colombia se
cuenta con normatividad que regula el sistema de vigilancia y control de carne, productos
carnicos comestibles y derivados (MinSalud 2007a), reglamento técnico de requisitos
sanitarios y de inocuidad de la carne y productos (bovina y bufalina) (MinSalud 2007b), plan
gradual de cumplimiento de plantas de beneficio y desposte y reglamento de sacrificio de

animales, procesamiento, trasporte y comercializacion (MinSalud 1982),
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Se inicia con el proceso pecuario, en hatos, fincas y galpones en donde se desarrollan

la reproduccion, cria, levante, engorde (ceba) y comercializacion de ganado en pie,

posteriormente le proceso industrial que inicia en el momento en que ingresa el ganado en

pie a las plantas de beneficio, transformacion de la carne en canal, preparacion y envasado y

termina con la elaboracion de carne y el envasado de productos carnicos procesados.

(Galindo & Ramirez, 2018). La carne corresponde a todas las partes de un animal que han

sido dictaminadas como inocuas Yy aptas para el consumo humano (FAO & OMS, 2005), los

derivados carnicos pueden ser procesados crudos, procesados cocidos, o procesados

enlatados, esta clasificacion se relaciona con los tratamiento utilizados en la preparacion, de

acuerdo con:

Procesados embutidos:

Mortadela embutidos escaldado, se elabora a partir de carne fresca no madura,
utiliza como materias primas carne troceada y curada, grasa, y condimento como
relleno de la tripa o intestino, recibe tratamiento térmico posterior que coagula las
proteinas y le dan una estructura firme y elastica al producto. (FAO, 2014;
MinSalud, 1995).

Salchichas embutidos escaldado, se elabora con carnes (vacuno, porcino, aves),
de sacrificio reciente, magra, proveniente de animales jovenes, favoreciendo la
aglutinacion. Carece de grasa interna y fija gran cantidad de agua. Tiene elevada
humedad y corta duracion , se aplica tratamiento térmico que coagula las proteinas
y le dan una estructura firme y elastica, posteriormente se ahuman para darles un
sabor especifico. (FAO, 2014; MinSalud, 1995).

Cébano: procesado cocido elaborado con carne y especies, la carne es sometida a
picado grueso, embutido preparado en tripa y sometido a tratamiento térmico y
en baja humedad (MinSalud, 1995).

Salchichdn: procesado cocido elaborado con carne y aditivos, la carne es sometida
a picado grueso, embutido preparado en tripa, ahumado 0 no y sometido a
tratamiento térmico, posterior se deja e secado (MinSalud, 1995).

Morcilla: procesado con coccién y embutida en tripa natural o artificial

comestible, como base tiene sangre del animal, visceras de cerdo, verduras,
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especies y aditivos, para consumo se somete a tratamiento térmico. (MinSalud,
1995; Fornias & Diaz, 1999).

Procesados cocidos no embutidos:

Queso de cabeza: se elabora con partes de carne de cabeza, piel de cerdo y lengua,
utilizan especies y aditivos, se somete a tratamiento térmico. (MinSalud, 1995).
Albondiga: producto procesado cocids elaborado con carne molida, especies y

aditivos, se somete a tratamiento térmico para su consumo. (MinSalud, 1995).

Procesados crudos frescos

Chorizo es un embutido crudo, se elabora a partir de carne picada de cerdo
revuelta con sal, especias y nitrato de potasio, se usa para el embutido tripa de
cerdo, dependiendo de cada pais se agrega condimentos especificos, dependiendo
de la calidad se usa lomo o jamdn puros de cerdo o vacuno o combinado, tiene
adicional grasa de cerdo. Se dispensa en crudo, desecado y ahumado, con tiempo
de maduracién en el cual se presenta el metabolismo bacteriano. (FAO, 2014;
MinSalud, 1995).

Longaniza: embutido, elaborado con carne de cerdo molida de pierna o de lomo,
especies, para el consumo se somete a tratamiento térmico. (MinSalud, 1995).

Procesados crudos frescos

Jamdn crudo: se somete a un proceso de curado y/o maduracion a fin de modificar
sus caracteristicas organolépticas y de conservacion. Pasa por secado,
emulsificacion, adicion de sales y condimentos, que van dando color. Se
clasifican como productos carnico no picado, generalmente se obtiene de la pierna
trasera del cerdo se cura en seco o en salmuera, se cocina o se deja crudo, se
condimenta o ahiima y se empaca en un molde rigido o se conserva en su forma
tradicional. Es un producto de larga conservacién. (FAO, 2014; MinSalud, 1995).
- Salami: embutido, se prepara con carne magra de cerdo, vaca (frio) y tocino
de cerdo, especies como pimienta blanca, nuez moscada y vino. Se somete a

secado con humedad entre el 90 y 95%.
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1.2.1 Bacterias en carnes

La carne es una matriz con concentraciones de nutrientes adecuados para la
proliferacion y crecimiento de diversos microorganismos, que pueden causar deterioro o
colonizar como patdgeno, las bacterias contaminantes pueden provenir del ambiente
productivo y de contaminacion cruzada en el momento del sacrificio y faenado por bacterias
presentes en fuentes de agua, suelo aire y operadores. El deterioro de la carne cruda se genera
por el desarrollo microbiano, los géneros bacterianos y la carga dependen del grado de
contaminacion inicial y las condiciones de almacenamiento, temperatura, atmosfera gaseosa
(CO2/ 0>), el pH y concentraciones de NaCl, lo que permite la colonizacion de la superficie
de la carne por diferentes tipos bacterianos (Doulgeraki, et al., 2012). En la carne fresca de
cerdo u vacuno principalmente los géneros encontrados con mayor con frecuencia en la carne
recién cortada son Pseudomonas (accion lipolitica y poteolitica), Brochothrix,
Carnobacterium, Flavobacterium, Psychrobacter, Moraxella, Staphylococcus, Micrococcus,
Weissella spp., bacterias del &cido lactico (productores de limo) y diferentes géneros de la
familia Enterobacteriaceae y clostridiales ambientales, spp., su actividad metabdlica puede
generar defectos en el sabor, decoloracién, produccion de gas o limo y disminucién del pH.
(Nychas, etr al., 2008), de acuerdo con la atmosfera gaseosa en especifico se observan las
bacterias las bacterias relacionadas en la figura 4 que expone la asociacién de los géneros

bacteriano con la atmosfera gaseosa. Las alteraciones de la carne se exponen en la figura 5.

Figura 4. Asociacion atmosfera gaseosa con crecimiento bacteriano en carne fresca

Gas composition Meat and poultry

Air Pseudomonas spp.

=50% CO, with O,  Brochothrix thermosphacta

50% CO» Enterobacteriaceae, lactic acid bacteria

<50% CO, with O,  B. thermosphacta, lactic acid bacteria

100% CO» Lactic acid bacteria

Vacuum packaged Pseudomonas spp., B. thermosphacta, Sh.
putrefaciens

. Nota: tomado de Nychas, etr al., 2008
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Figura 5. Alteraciones causadas por géneros bacterianos en la carne.

Defect Meat product Bacteria
Slime Meats Pseudomonas, Lactobacillus,
Enterococeus, Weissella, Brochothrix
H,0, greening Meats Weisella, Leuconostoc, Enterococcus,
Lactobacillus
H-S greening Vacuum Shewanella
packaged
meats
H>S production Cured meats Vibrio, Enterobacteriaceae
Sulfide odor Vacuum Clostridium, Hafnia
packaged
meats
Cabbage odor Bacon Providencia
Putrefaction Ham Enterobacteriaceae, Proteus
Bone taint Whole meats  Clostridium, Enterococcus
Souring Ham Lactic acid bacteria, Enterococcus,

Micrococcus, Bacillus, Clostridium

Nota: tomado de Nychas, etr al., 2008

A continuacion se realiza una exploracion de estudios que caracterizan la microbiota

de carnicos, complementando lo identificado inicialmente Tabla 3.

Tabla 3. Microbiota de la carne

Caracteristicas del estudio Géneros bacterianos Referencia
Italia. Estudio de 20 carniceria. Se Pseudomonas spp., Brochothrix (Stellato et al.,
observo alta aminoacidos y lipidos spp., Psychrobacter spp., 2016)
relacionados con la pseudomona Streptococcus spp., and

Acinetobacter

Corea del sur. Estudio de120 mx, 60
molida y 60 entera. Se relaciono la
carga bacteriana proporcional a los
meses de almacenamiento.

Firmicutes y Proteobacteria fueron
dominantes. Actinobacteria,
pseudomonas, Carnobacterium vy
Brochothrix, Serratia, Kocuria vy
Corynebacterium, Escherichia,
Macrococcus y Salmonella,,
Carnobacterium, Lactobacillus.

(Hwag et al., 2020)

Corea 60 muestras de carne de
vacuno, con contaminacion artificial
de E. coli. Se relaciono el deterioro
por deterioro, biosintesis de 4acido
acético y 4cido lactico, las
proteobacterias  presentaron  alto
crecimiento a 4°C

Proteobacterias  Carnobacterium,
Lactobacillus, Pseudomonas vy
Bacillus, Staphylococcus
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Caracteristicas del estudio

Géneros bacterianos

Referencia

12 muestras de carne de cerdo,
almacenadas or grupo uno a 4°C y a
22°C. Relacionan Lactobacillus vy
Pseudomona como indicadoras de
higiene y deterioro de la carne

Lactobacillus, Pseudomonas
principales de en la carne a 22°C.
Enterobactereaceas,
Photobacterium,

Brochothrix,

Staphylococcus,
Propionibacteriales,

(Dorn-In., 203)

Kurthia, Clostridiales,

Burkholdelia, Xantomona,

Micrococcus, Rhizobiales.
Corea, 80 muestras de carne de pollo Salmonella, Moraxella, (Kimetal., 2019)
envasadas y de carne de canal, Acinetobacter, Arthrobacter,

almacenadas a4y 27°, se observo que
la abundancia relativa de genes de
virulencia fue mas baja

Vagococcus, Shewanella Budvicia
Pseudomonas  Chryseobacterium,

Brochothrix Lactococcus
Flavobacterium  Carnobacterium
Psychrobacter Streptococcus

Salmonella Serratia Janthinobacte

195 muestras de salchichas. El género
Leuconostoc  se enontro en las
muestras deterioradas con mayor
abundancia.

Leuconostoc, Brochothrix y Yersinia

En 9 muestras de carne Describen el
cambio de poblaciones bacterianas,
para  comparar método de
conservacion de aire y vacio. Las
muestras al vacio  reportaron
crecimiento detenido

Brochothrix
Pseudomonas spp. y
Enterobacteriaceae,
spp., Carnobacterium

divergens, B. thermosphacta,
Rahnella spp. y Serratia grimesii
Fotobacteria spp.

Psychrobacter spp.

thermosphacta,

Pseudomonas

(Pennacchia.,
2011)

Fuente: el estudio

1.3. Resistencia a antibiéticos y Tolerancia a sustancias Biocidas

1.3.1 Resistencia a antibiéticos

La resistencia antimicrobiana (RAM), se identifica como un importante riesgo

mundial, su circulacién en todos los ambientes refiere su potencial sobre la seguridad en la

salud humana, animal y ambiental, los cambios del microbioma tanto de suelos como de

aguas, ademas de la interferencia que genera en el desarrollo sostenible de los paises

(Agarwal, et al., 2023; Cantas, et al., 2013). Tiene impacto en las politicas en salud, en los

sistemas de salud y en los recursos que se requieren para mitigar las consecuencias como la

carga de las enfermedades por patdgenos resistentes y que debe ser asumida ademas por el
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paciente y la familia o por los productores agropecuarios (Naylor et al., 2018); el Banco
Mundial ente que genera simulacion de escenarios futuros para la proyeccion de
requerimientos y potenciales riesgos en la poblacion por su crecimiento, cambios en estilos
de vidas y otras variables, ha realizado la simulacién para explorar el efecto al 2050, como
resultado se observé que en los paises de bajos ingresos sera un factor determinante para la
diminucion de producto interno bruto, con la subsecuente afectacion del comercio
internacional, la disminucion de las exportaciones poniendo en riesgo la produccidn pecuaria
y de productos (Jonas, et al., 2017). Asimismo la Organizacion para la Cooperacion y
Desarrollo Econdmico ha calculado el costo promedio para la atencién del paciente con
infeccion bacteriana con resistencia al tratamiento, oscilando entre US$10.000 y US$40.000,
en Estados Unidos pais que muestra una economia robusta se ha estimado que la carga
economica por la RAM es de US$55 mil millones, distribuyéndose en US$20 mil millones
en costos asociados a los servicios de salud y US$35 mil millones relacionados en las
pérdidas en cadenas productivas, en el panorama para el afio 2050 el aumento de los costos
podré oscilar entre US$300 mil millones y mas de 1 billon de délares anuales (OECD, WHO,
FAO and OIE., 2017; Ahmad, et al., 2019; OMS, et al., 2021). Sumado a la carga econdmica,
se determina que la RAM tiene un impacto negativo significativo en el cumplimiento de los
Objetivos de Desarrollo Sostenible (ODS), situacion que obedece a la interrelacion entre los
sectores humano, animal, produccion vegetal, seguridad alimentaria y medio ambiente,
especificamente los enfocados en la salud y el bienestar, la reduccion de la pobreza, la
seguridad alimentaria, el medio ambiente y el crecimiento econémico (Ahmad, et al., 2019;
OMS, et al., 2021).

En la cadena productiva de los carnicos, la deteccion de la circulacion de la resistencia
bacteriana determina los perfiles de resistencia en aislamientos de fuentes como agua, suelo,
heces, leche y otras matrices, complementando con el analisis molecular mediante la
deteccion de genes que codifican mecanismos de resistencia y que, de estar presentes, una
vez que las comunidades bacterianas se sometan a presiones de sustancias antibidticas o
biocidas pueden expresar la resistencia. En el ciclo de circulacién se presentan todos los
mecanismos, algunos patdgenos zoondticos contrarrestan la accién del antibiético por que

adquieren la resistencia por la transferencia de material genético via plasmidos, elementos de
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insercion, transposones o integrones; entre los mecanismos descritos de resistencia estan las
bombas de expulsion del antibidtico, alteracion de la permeabilidad, modificacion del blanco
terapéutico y/o inactivacion del antibidtico. (Gonzéalez., 2004; Founou et al., 2016). En la

figura 6 se representan las interfases y as rutas que vehiculizan la RAM

Figura 6. Representacion grafica de las interfases entre los ambientes y las rutas del ciclo de
transmision de la RAM

Human medicine Animal husbandry  Plant production  Aquaculture
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FIGURE 2 | Antibiotic use and different transmission routes of antibiotic resistance in the food chain. Adapted by permission from MacMillan Publishers
Ltd: [Nature Reviews Microbiology], (Andersson and Hughes, 2014), Copyright (2014).

. Nota: tomada de Founou et al., 2016

Los ambientes productivos pecuario y agricola son fuente de alimentos, y a la vez de
consumo de sustancias antibidticas en dosis subterapeuticas, se encuentra la interaccion de
diferentes ecosistemas por lo que la resistencia esta mediada por factores ecoldgicos y
genéticos complejos que pueden perpetuar este problema, es asi como se han identificado
cambios en la respuesta frente a los antimicrobianos como por ejemplo, en bacterias aisladas
de algunos animales que en su entorno no han sido expuestos a sustancias antimicrobianas la
resistencia a las tetraciclina, eritromicina y ampicilina es inherente, lo que sugiere que su
aparicion esta relacionada con otros factores de produccion como la nutricion, la edad del
animal, manejo del destete, variables de granja, variables de cohorte y presiones ambientales.
Existe evidencia de que los animales jovenes albergan microbiota entérica mas resistente que
los animales mayores, E. coli aislada de animales jovenes diarreicos presenta niveles mayores

de resistencia a los antibidticos mediada por plasmidos, la hipdtesis que sustenta lo anterior
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se ha relacionado con el consumo de leche de vacas con mastitis y durante su tratamiento y
en la ventana del tiempo de retiro, es decir el ternero consume las trazas de antibioticos

excretadas en la leche de manera permanente (Berge et al., 2011; Marshall et al., 2011).

La deteccion de las bacterias con resistencia se realiza con diferentes muestras
provenientes del ambiente, de animales en produccion, de heces de ganado, en estas se han
detectado determinantes genéticos como tetQ, tet40, tetW, InuC, mel, que codifican
resistencia para un antibidtico y el ErmG que confiere multiresistencia a tres grupos de
antibidticos (Rovira et al., 2022); en muestras de carcasas de pollo comercializadas se aislo
E. coli determinandose la presencia del gen mcrl (Marquez et al., 2020); en otros estudios
con muestras fecales provenientes de pollos de engorde se reportan otros determinantes de
resistencia como CTX-M-2 y gnrB ampliando el perfil de resistencia ademas de colistina, a
cefalosporinas de tercera generacion y quinolonas (Dominguez, et al., 2018; Toribio et al.,
2019). En un estudio en Tailandia en el que se tomaron muestras de carne de aves de pastoreo
libre y de supermercados se aislaron 143 cepas de E. coli resistentes a cefotaxime y fueron
detectados en los genotipos de BLEE blaCTX-M, blaTEM-116, blaSHV-2a y blaSHV-12
(Tansawai et al., 2018). En Colombia se realizé un estudio para la deteccion de genes de
resistencia a partir de pollo de engorde se identificaron el gen AmpC, blaCTXM, blaSHV,
blaTEM. gen gnrB, gen gnrC y el gnrA (L6pez, et al. 2022). Los ejemplos anteriores ratifican
la circulacion de la RAM en gran magnitud, por lo que es necesario la continuidad de los
estudios en los ambientes productivos, buscando informacion de soporte para nuevas
regulaciones en materia de uso de antibioticos en las practicas agroindustriales e integracion
de los datos en un sistema de vigilancia, dado que no todos los paises ni regiones cuentan
con regulaciones o sistemas de notificacion y vigilancia en sector agropecuario. A
continuacion, en la tabla 4, se compilan algunos de los genes que reportados en estudios de

matrices alimentarias.

Tabla 4. Genes reportados en bacterias aisladas de matrices de alimentos en cadenas

productivas.
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Gen Resistencia a Mecanismo que codifica
tetO Tetraciclina Proteina de proteccion ribosomal, esta se
tetA Tetraciclina debe a proteinas que permiten actuar al
tetB Tetraciclina aminoacil ARN-transferasa en presencia de
concentraciones de  antibidtico que
normalmente inhibirian la sintesis de éstas.
InuC Lincosamida Onucleotidiltransferasa  4-lincosamida,
que agrega un nucledtido al grupo hidroxilo
en la posicion 4 de la lincomicina vy
clindamicina, inactivando el antibiotico.
Tet40 Tetraciclina Bomba de eflujo
tetW Estreptogramina, Alteracion de la diana del antibiotico por
macrdlidos, lincosamida  un mecanismo enzimatico
EmG Tetracilcina Proteina de proteccion ribosomal
Mel Macroélido Proteina de proteccion ribosomal
mcrl Colistina, Fosfoetanolamina transferasas capaz de
Cefalosporinas de tercera modificar el lipopolisacarido de la
generacion membrana externa de la bacteria para
disminuir su afinidad por la colistina
blaCTX- | Cefalosporinas de Produccion de la  cefotaximasa,
M2 tercera generacion betalactamasas de espectro extendido.
gnrB Quinolonas Resistencia a quinolonas mediada por
plasmidos
blaCTX- | Cefalosporinas Betalactamasa que hidroliza el anillo
M betalactamico de las cefalosporinas
blaTEM | Cefalosporinas Betalactamasa que hidroliza el anillo
betalactamico de las cefalosporinas
blaSHV | Cefalosporinas Codifican betalactamasas de espectro

extendido que hidrolizan el anillo

betalactamico de las cefalosporinas
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Gen Resistencia a Mecanismo que codifica

Aac Aminoglucésidos Codifica 2 enzimas modificadoras ees
aminoglucosidos:  enzima  bifuncional
AAC(6’)-APH(2”), que combina la

actividad acetiltransferasa  con la

fosfotransferasa y

0gxA Cefalosporinas Codifica el mecanismo de bomba de
Aminoglucosidos expulsion o eflujo

AmpC Cefalopsorinas Actlan como cefalosporinasas

hidrolizando el antibi6tico
gacG Cloruro de benzalconio  Bombas de eflujo

— amonio cuaternario

Fuente: ccompilacién del estudio.

1.3.2 Tolerancia a sustancias Biocidas

Los biocidas desde las afios 40 han sido de uso permanente, en su definicion
etimoldgica expuesta por algunos autores se relaciona con el griego bio=vida vy el latin
cide=matar, (Rossmoore ., 1995) es decir, que al componer la palabra y asociarla a una
funcion es una sustancia que “mata la vida” y, de esta manera es que se considera a cualquier
sustancia que utilizada en un ambito humano, animal y ambiental, como entornos clinicos,
comunitarios, domésticos, industriales elimina, neutraliza o disminuye a concentraciones no
detectables la carga microbiana, ejercen su mecanismo de accidn sobre biomoléculas ubicada
en la estructura celular especialmente sobre proteinas, carbohidratos, lipidos (fosfolipidos),
acidos nucleicos o sobre elementos esenciales para la célula como vitaminas, hormonas, y
minerales (Ozonas, 2010). Estas sustancias se clasifican de acuerdo con su proposito de uso,
son de origen quimico natural o sintético en cantidades altas o repetitivas es toxico para el
ser humano los animales asi como para el medio ambiente y los microbiomas naturales, se
ha centrado su uso en la industria de los alimentos recomendandose su uso prudente y

reglamentario que no genere residuos en los alimentos, ademas de no generar una presion
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sobre los microorganismos condicione a que se presente mecanismos de resistencia cruzada.
(Ozonas, 2010; Maillard, 2018). La Union Europea, Estados Unidos y Canadéa son la regiones
y paises con mayor control y vigilancia la Agencia Europea de Sustancias y Mezclas
Quimicas (ECHA) cuenta con el programa que es adoptado por los paises miembros
(Marquez, 2019)

El espectro de uso es amplio se utilizan ademé&s de las mencionadas anteriormente
para el tratamiento del agua, aguas residuales, en la conservacion de alimentos para ampliar
la vida util, fabricacion de bienes, industria farmacéutica, sectores sanitario y veterinario,
empresas petroleras, de gas en desinfeccion ambiental, la conservacion de productos y
antisepsia, control de plagas en cultivos, entre otros (Calder6n et al., 2018; Lucas et al.,
2023). Los mecanismos de accion de los biocidas contindan en exploracién, para su
aplicacion se debe tener en cuenta que presentan diferentes dianas dependiendo del tipo de
microorganismo, la matriz o superficie en donde se encuentran, variables de interferencia
como el bioflim, sustancias que generen perdida de la accion, metabolitos secundarios con
efectos adversos, su aplicacién tiene como base la potencia bioldgica (LC50) para
organismos diana y la no diana y las condiciones de tratamientos. Son caracteristicas que se
deben conocer para uso: su naturaleza, ruta metabdlica, toxicocinética (absorcion,
distribucion, acumulacién, excrecién y metabolismo), toxicidad aguda (oral, percutanea y
por inhalacion), irritacion (piel, ojos), sensibilidad (piel), toxicidad. (Ozonaz, 2010; Cabrera
et al., 2007). A continuacion en la figura 7 se muestra un resumen de los mecanismos de
accion, sitos blanco y biocida utilizados; en la figura 8 se listan los biocidas mas utilizados

en la industri de los alimentos.
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Figura 7. Representacion grafica de las interfases entre los ambientes y las rutas del ciclo

de transmision de la RAM

Cuadro 1

Resumen de mecanismos de accion antibacteriana de antisépticos y desinfectantes?

Sitio blanco

Antiséptico o desinfectante

Mecanismo de accién

Envoltura celular (pared
celular, membrana extema)

Glutaraldehido
EDTA, ofros permmeabilizantes

Unién cruzada a proteinas
Bacteria gramnegativa: remocién de Mg*,
liberacion de algunos LPS

Membrana intema
citoplasmatica

Clerhexidina

Diaminas

PHMEBE (mezcla heterodispersa de
bioguanidas de polihexametileno) ,
alexidina

Fenoles

Dafio generalizado de la membrana que
comprometen fosfolipidos de las dos membra-
nas.

Las bajas concentraciones afectan la integri-
dad de la membrana, las altas concentracio-
nes causan congelamiento del citoplasma.
Induccién a la pérdida de aminoacidos.
Fase de separacion y formacion de dominios

de lipidos de membrana.

Pérdida, desacople.

Unidn cruzada a
macromoléculas

Formaldehido
Glutaraldehido

Unién cruzada de proteinas, ARN v ADN.
Unién cruzada de proteinas de la envoltura
celular y en otros sitios celulares.

Intercalacion con el ADN

Acridinas

Intercalacién de una molécula de acridina entre
dos capas de pares de bases en el ADN.

Interaccién con grupos fiol

Compuestos con plata

Enzimas que se unen a membrana interaccion
con grupos tiol

Efectos en el ADN

Haldgenos
Perdxido de hidrdégeno, iones de
plata

Inhibicion de la sintesis del ADN
Ruptura de la hebra de ADN

Agentes oxdantes

Haldgenos

Peroxigenos

Oxidacion de los grupos tioles a disulfitos,
sulfdxidos o disulfdxidos

Perdxido de hidrogeno: Actividad debida a la
formacion de radicales libres OH-, que oxida a
los grupos tioles en enzimas y proteinas; acido
paracético: Inhibicion de los grupos tioles en
proteinas y enzimas.

Nota: tomado de Cabrera et al., 2007
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Figura 8. Biocidas utilizados en la industria de los alimentos
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. Nota: tomado de tomado de Almeida et al., 2012

La resistencia bacteriana a los biocidas fue descrita una década después del inicio de
su uso, alcoholes, formaldehidos, biguanidas, yoddforos, aldehidos y agentes catidnicos
como los compuestos de amonio cuaternario, la clorhexidina y el triclosan productos
utilizados principalmente en la atencion sanitaria se han relacionado como potenciales
sustancias que ejercen presion sobre comunidades bacterianas lo que origina la expresion de

mecanismos de resistencia cruzada a los antibioticos (Cabrera et. Al., 2017).

El uso generalizado de los biocidas ha conllevado a la resistencia bacteriana
provocada por la exposicion y presion ambiental, esta se detecta cuando las células
bacterianas en un cultivo sobreviven a una determinada concentracion (resistencia /
tolerancia) o también corresponde a la concentracion en la cual el biocida mata la mayoria
de la poblacién bacteriana, esta Gltima definicion se aplica para identificar mecanismos
especificos de resistencia a biocidas en microorganismos después de una exposicion gradual
a un biocida especifico. (Maillard, 2018). Entender los mecanismos de accion de los biocidas
es una tarea prioritaria por el surgimiento de la insusceptibilidad bacteriana a los biocidas y
la hipétesis de la resistencia cruzada (tolerancia cruzada). Las bacterias pueden expresar sus

mecanismos de resistencia para contrarrestar los efectos de los biocidas y antibioticos, los
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mecanismos de tolerancia son diferentes, puede haber coseleccion o cotransferencia de
tolerancia (para determinantes genéticos vinculados fisicamente). Puede generarse
adaptacion biologica a los mecanismos de tolerancia a los biocidas asi como a los antibi6ticos
por lo que los determinantes genéticos codificaran para dar respuesta a la presion del medio,
esto ha generado preocupacion sobre el impacto del uso de biocidas en la industria
alimentaria y su relacion con la RAM en la cadena alimentaria. (Maillard, 2018; Morente et
al., 2013)

Se reportan estudios que exploran el efecto de los biocidas sobre la eficacia
bactericida y la hipotesis de la resistencia cruzada (Maillard et al., 2013; Lerma et al., 2015).
La investigacion de esta resistencia ha abordado el estudio con ensayos in vitro,
caracterizacion de genes en grupos bacterianos relacionados con enfermedades y / o brotes
por ETA (Lavilla, 2014; Lara 2022; Barajas, 2011; Gadea, 2018). Se sigue explorando el
efecto de los biocidas mediante estudios de laboratorio, en los que se hace seguimiento de la
efectividad del biocida y el perfil de susceptibilidad antibio6tica de las bacteria 0 se muestran
ensayos en done se expone a las bacterias a los biocidas y luego se evalla su comportamiento
frente a los antibidticos. (Molina, 2020; barajas , 2011; Gadea 2018; Curiado, 2015; Alvarez
2017).

Dentro de los mecanismos asociados con el incremento de la resistencia a biocidas y
antibidticos esta la resistencia intrinseca a los biocidas como caracteristica natural o heredada
que se asocia con los diferentes grupos bacterianos (Hernandez, 2014); la produccion de
biofilms que genera disminucion en la difusién de componente activo del biocida por la
formacion de la matriz polimérica extracelular, aumento de la densidad de poblacion
bacteriana, modificacion del estado fisiolégico con disminucion del metabolismo y del ritmo
de crecimiento, alteracion de la permeabilidad de la membrana, induccién de operones de
multi-resistencia y de la sintesis de bombas de expulsion y superproduccion de enzimas

capaces de degradar los compuestos antimicrobianos. (Molina, 2021)

La resistencia adquirida a biocidas se genera para evitar que el antibi6tico o la
sustancia biocida se incorpore a la célula, se puede generar por la adquisicion de plasmidos
ubicados en ADN extracromosdmico, que tiene diferentes puntos de mutaciones, inserciones

y eliminaciones, arandanos porciones del ADN plasmido, contienen elementos de insercion
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y trasposones, lo que facilita intercambio de elementos genéticos particularmente de
plasmidos conjugativos, capaces de movilizar otros plasmidos de un donante a una célula
receptora, logrando de esta forma que los genes de resistencia puedan diseminarse
rapidamente entre las comunidades bacterianas. (Patifio et al., 2018). En la figura 9 se

detallan los mecanismos posibles mediados por plasmidos.

Figura 9. Mecanismos mediados por plasmidos.

Mechanism Example(s) Comment
Inactivation Mercurials Hydrolases and
reductases
Chlorhexidine? Possible

chromosomally-
mediated mechanism:
not shown to be
plasmid-encoded

Formaldehyde Formaldehyde
dehydrogenase
responsible
Decreased uptake  Silver nitrate Inactivation unlikely
Chlorhexidine? Unproven
QACs? Unproven
Cell surface Formaldehyde Outer membrane
alterations proteins appear to
be involved
Efflux Acridines, crystal MRSA strains
violet, diamidines,
ethidium bromide,
QACs
Chlorhexidine? MRSA strains

Nota: tomado de Molina, 2021

La resistencia también se puede presentar por la presencia de bombas de eflujo que
actlan como transportadores de membrana, llevando sustancias toxicas del interior de la
celula bacteriana al exterior. El sistemas de eflujo se agrupa por similitud de las proteinas
transportadoras, estas se clasifican en cinco familias: familia de casete de unién al ATP
(ABC), las cuales son dependientes de la hidrolisis de ATP, familia del facilitador mayor
(MFS) que van ligadas a la fuerza de un proton motriz, familia de extrusion de multifarmacos
y toxicos (MATE) que hacen intercambio mediante iones de Na+, familia de resistencia

pequefia a multifarmacos (SMR) y familia de resistencia a division por modulacion(RND)
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(Patifio et al., 2018). En la figura 10 se representa se representa la estructura de las bombas

de eflujo.

Figura 10. Esquema de la familia de bombas de eflujo

ABC Mrs SMR RND MATE
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Fig. 1. Familias de las bombas de exporte.

Nota: tomada de Patifio et al., 2018

El eflujo es un mecanismo considerado efectivo, se expresa dependiendo de la exposicion al
antibidtico o sustancia biocida, en géneros como la Eschericha se da como respuesta al estrés
de la célula bacteriana, es un mecanismo neceario para la colonizacion y diseminacion de
infecciones que causan patologia sistémica, son utilizadas por la bactrias para extruir acidos
grasos y péptidos animicrobiano del huespéd. (Di et al., 20018). EI mecanismo contibuye a
la virulencia y en la respuestas adpatativa incfrementando el riesgo de la permanencia de un

patégeno en un sistema.
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1. OBJETIVOS



2.1. Objetivo general

Estudiar bacterias aisladas de cérnicos provenientes de ventas en plazas de abasto,

resistencia a antibidticos, tolerancia a biocidas y determiantes genéticos

2.2. Objetivos especificos

Aislar y caracterizar la Escherichia coli de muestras de carnicos.

Identificar el perfil de susceptibilidad a antibidticosy de tolerancia a biocidas de
bacterias aisladas de cérnicos.

Estudiar la presencia de genes de resistencia a antimicrobianos en cepas de
Escherichia coli aislada de productos carnicos.

Establecer la relacion filogénica de las cepas aisladas de productos carnicos.
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I1l. MATERIALES Y METODOS



3.1 Muestreo de carnicos en plazas de abasto

La zona de estudio correspondi6 a dos plazas de abasto (norte y sur) que son el mercado
municipal en la ciudad de Tunja capital del Departamento de Boyacd, la region por su
diversidad climética y agroecoldgica es una de las tres regiones que aporta al pais el 8,3% de
produccion agricola (frutas, hortalizas, tubérculos, cereales y otros) por agricultura
permanente y transitoria y de actividad pecuaria el 7,5% que incluye ganado vacuno, porcino,
produccidn aviar, caprino. Es asi como estas dos plazas se constituyen un centro de acopio
de todos los productores del departamento y proveen a la ciudad (urbano y rural) de alimentos
producto de la produccion propia. Son el centro de comercio de los agricultores y productores
pecuarios del departamento y en donde los campesinos de la region como pequefios
productores comercian sus cosechas o su ganado. En los diferentes pabellones se ofrecen
productos provenientes de la explotacion agricola del departamento hortalizas, tubérculos y
frutas principalmente, flores, hierbas, cereales, productos lacteos, productos e insumos
agricolas y pecuarios, asi como es centro de acopio de productos provenientes de mercado
de otras regiones del pais y son centro de venta de productores minorista de productos de

granja y de productores de gran escala (agroindustrial) de hortalizas y frutas.

El sistema de produccion de carnicos en la regién involucra varios entes gubernamentales
como el Instituto Colombiano de Agricultura - ICA que se encarga de la produccién primaria
y el transporte de animales; el Instituto Nacional de Vigilancia de Medicamentos y Alimento
- Invima responsable de las plantas de beneficio y la Secretaria de Salud del control,
vigilancia e inspeccion del transporte de carne en canal, productos carnicos y expendios de
carne, asi como el ente local que esta bajo la autoridad de las alcaldias de cada municipio. El
departamento cuenta con 13plantas de beneficio avaladas por (Invima), insuficientes para los
123 municipios del departamento, por lo que se tiene el riesgo de las practicas de sacrificio
no tecnificado y en algunos casos de tipo clandestino / ilegal en el que se utiliza solares o
patios (Salazar & acosta, 2022). La carne y los productos derivados de este sistema son
dispensados en cada municipio ya sea en expendio comercial individual (carniceria) o en las

plazas de abasto.
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Para el estudio se trabajo en la plaza del norte que es la de mayor extension con un pabellon
de 40 puestos de expendio de carnicos (ganado vacuno, porcino, caprino, pescado y aves),
que se encontraban abiertos en el periodo de muestreo y en la plaza del sur que tiene 17
puestos de expendio, de los 57 puestos aleatoriamente se seleccionaron 40 puestos de
expendio. Se considerd por puesto un lote de carnicos (ganado vacuno, porcino, caprino)
como producto en iguales condiciones de manipulacion, se adquirieron 5 fragmentos de 250
gr de carne (musculo), visceras (higado, rifion, intestino delgado, grueso, estomago, esofago,
pulmaon), vasos sanguineos, areas como cabeza, cola, testiculos, lengua, ubre, entre otros, asi
como se producen embutidos (salchicha, longaniza y morcilla) que se venden crudos. El total
de muestras fue de 200, estas se dispensaron en bolsa individual, fueron transportadas en
cadena de frio para el laboratorio. Del procesamiento microbioldgico de las muestras se
obtuvo una coleccion de 390 cepas, el estudio se centrd en bacterias gramnegativas y se
estudiaron 77 cepas del género Escherichia para el andlisis de resistencia antibiotica,
tolerancia biocidas y genes de resistencia; para el analisis filogenético se seleccionaron cepas

de los géneros Escherichia, Citrobacter, Shiguella, Buttiauxell y Kluyvera.

3.2 Procesamiento microbioldgico de las muestras

3.2.1 Procesamiento de la muestra y aislamiento inicial
Se realiz6 un procesamiento estandar para las muestras, realizando el aislamiento

inicial por siembra en superficie (Lavilla et. Al., 2014):

- De los 250 gr de muestra se tomaron 5 gr de la muestra obtenidos de diferentes
cortes de la misma.

- En bolsa de polietileno de alto grado (400 cc) para homogeneizador de paletas
(Stomacher - Blender), se dispenso los 5 gr de la muestra con 45 ml de solucion
salina al 0.85% o Agua peptona (Oxo0id®)).

- De la dilucidn inicial obtenida en la homogenizacion se relazaron la dilucion en
serie necesarias para el estudio.

- En vial estéril se dispensé 900 pl de solucion salina al 0.85% y 100 ul una vez

homogenizada se continuo con las diluciones seriada en base 10 hasta 10°°.
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- De cada dilucion se realiz6 siembra en agar plate count (Oxoid®) para recuento de
mesdfilos, el indculo se distribuy6 con perlas extendiendo sobre la superficie del
medio la muestra de manera homogénea, se llevé a Incubacion 37°C, para lectura
24 horas en camara Quebec. El recuento de mesofilos se realizé por duplicado.

- Delamuestrainicial se agregaron 100 ul en medios de cultivo para gramnegativos
como agar eosina azul de metileno (Oxoid®), MacConkey (Oxo0id®) y agar
Salmonella Shiguella (Oxoid®); se llevé a Incubacion 37°C, para lectura 24 horas.
Posteriormente de las colonias se realiz6 coloracion de gran y se realizaron
aislamientos de las colonias para obtencién de cultivos puros. Las cepas aisladas
fueron conservadas en caldo infusion cerebro corazén (Oxoid®) BHI /glicerol

(20%), llevando a -80°C para crioproteccion.

3.2.2 Identificacion de género y especie

De las colonias puras obtenidas se realiz6 el método de identificacion utilizando BBL
Crystal®, utilizando panel para bacterias entéricas /no fermentadoras (E/NF). Método basado
en la utilizacion y degradacién de 30 sustratos especificos. Por este método las reacciones de
fermentacion detectan el metabolismo de carbohidratos en ausencia de oxigeno atmosférico,
y las reacciones de oxidacion el metabolismo del sustrato siendo el oxigeno el aceptor final
de electrones. Reacciones reveladas mediante el uso de un indicador de pH en el sustrato del
analisis. Lo componen ademas sustratos cromégenos que al hidrolizarse generan cambios de
color, asimismo detecta la capacidad de un organismo para hidrolizar, degradar, reducir o

utilizar de otro modo un sustrato (BBL Crystal®).
3.2.3 Pruebas de sensibilidad a antibidticos

Se realizé técnica de difusion en agar Kirby Bauer, utilizando antibidticos de amplio
espectro para la determinacion de los mecanismos de resistencia presentes en los grupos

bacterianos. norma CLSI (Clinical and Laboratory Standars Institute) M100-S26.L0s

sensidiscos utilizados se relacionan en la tabla 5.
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Tabla 5. Antibioticos utilizados en las pruebas de susceptibilidad de las cepasde E. coli.

Antibiotico Grupo
Cefoxitin (FOX30) Cefalosporina de segunda generacion
Ceftriaxona (CRO)
Cefotaxime (CTX) Cefalosporina de tercera generacion
CeftaXidime (CAZ50)
Cefepime (FEP30) Cefalosporina de cuarta generacion

Imipenen (IMP)

Meropenem (MEM10) Carbapenémico

Gentamicina (CN10) Aminoglucoésido

Kanamicina (K30)

Tetraciclina (TE30) Tetraciclina

Piperaciclina (PRL100) Penicilina

Cloranfenicol (C30) Fenicoles

Trimetropim sulfa (SXT) Inhibidor de folatos

Amoxacillina / Ac. Clavulanico (AMC30) Betalactamico /inhibidor de BLEES
Ciprofloxacina (CIP5) Quinolona

3.2.4 Pruebas de tolerancia a Biocidas — Microtitulacion

Se realiz6 el montaje de microdilucion en placa, con los biocidas (Sigma Aldrich, CO)
Cetrimida (C, Alkymethyl-ammonium bromide, soluble en agua al 10%), digluconato de
clorhexidina (CL, 20% en agua), cloruro de benzalconio (BC, 50% agua), hexaclorofeno (CF,
99%), cloruro de hexadecipiridinio (HP, 99 — 102%) y triclosan (TC, Irgasan >= 97), los biocidas
troclosan y hexaclorofeno se prepararon en etanooal 96% (10% p/V), la cetrimida al 10%% en
agua estéril, se dejaron en almacenamiento a 4°C. Las diluciones de cada biocida (1% v/v) se
realizaron en caldo de triplicase soja, (CM0129), las cepas se activaron en caldo TBS y se
cultivaron overnight en agitacion. Para el montaje se utilizaron 20 pl de dilucién del cultivo en
solucion salina y 180 pl de cada diluciones de cada biocida en TSB (caldo de soja triptico,
CMO0129) para cada pocillo en microplaca de 96, se realizo por duplicado el montaje de cada
dilucién de cada biocida. Se hizo el montaje de controles, de biocida, esterilidad del medio y
viabilidad de las cepas. Las placas de microtitulacion se incubaron a 37°C por 24 horas. La lectura
se realixd con la determinacién de la densidad Optica (OD-595 nm) en lector de microplacas

iMark (BioRad). Las concentraciones que indicaron la tolerancia a las 24 h correspondié a la
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concentracion en la que se observa crecimiento bacteriano (DO <0,05) (Lavilla, 2015; Fernandez

etal., 2017).

3.3 Determinacion de genes de resistencia a antibioticos

3.3.1 Extraccion de ADN

Las cepas en estudio se activaron y se inocularon en tubo con 5 ml de caldo tripticase

soja y/o Caldo infusién cerebro corazdn, se incubaron a 37°C overnight. Se centrifugaron 2

ml del cultivo 5 minutos 13.500 rpm. Para la extraccion se siguio el protocolo de Xtrem
Biotech - 2018 (Grupo de Investigacion BIO-188 de la Universidad de Granada):

Resuspension del pellet 180 pL de solucién de Lisozima, incubacion de 30
minutos a 55 °C.

Adicion de 20 pL de ARNasa y se dejé reposar durante 2 minutos a
temperatura ambiente.

Adicion de 600 uL de solucion de lisis.

Adicion de 4 pL de solucion de proteinasa K 'y 200 uL de solucién de

lisis C, mezcla en vortex durante 15 segundos. Se incub6 la mezcla durante
15 minutos a 55 °C. Posteriormente incubacion 5 minutos a 80°C. Reposo 10
minutos a temperatura ambiente.

Adicion de 200 pL de solucién de precipitacion de proteinas, agitacion en
vortex 15 seg. Inmersion en hielo durante 15 minutos

Centrifugacion a 14.500 rpm durante 15 minutos. Transferir el sobrenadante
a tubo eppendorf nuevo

Precipitacion del ADN Isopropanol frio.

Centrifugacion a 14.500 rpm durante 5 minutos, descartar sobrenadante
Lavado con etanol al 705 (v/v), Centrifugar a 14.500 rpm durante 10 minutos
Secado el ADN. Hidratar con agua milliQ.

Determinacion de la pureza de ADN en equipo, NanoDrop 1000 (Thermo

Fisher Scientific Inc) midiendo la relacion de absorbancia a 260/280 nm (Quigley
etal., 2012).
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3.3.2 Protocolo para determinacion de genes de resistencia y virulencia

La presencia de genes para bombas de exporte se determiné mediante amplificacion

por PCR utilizando los cebadores y las condiciones especificas de PCR descritas previamente
gen acrB (Swick et al., 2011), blatem (Saenz et al., 2004), blarse (Chiu et al., 2006), blacTx-
MY blactx-m-2 (Bertrand et al., 2006), aac(6')-1b (Park et al., 2006), 0gxA (Hansen et al.,
2005), blasHV,

Se estudid la presencia de genes de virulencia Stx1 y Stx2 (Fujioka et al., 2013), que

codifican toxina siga.

Tabla 6. Cebadores utilizados para deteccion de genes relacionados con mecanismos de

resistencia a antimicrobianos

GEN

blasHV
blaTEM
bla PSE
blaCTX-M
blaCTX-
M-2
Aac
0gxA
TetO

Tet A

TetB

Cebador (5°- 3")

AAGATCCACTATCGCCAGCAG
ATTCAGTTCCGTTTCCCAGCGG
ATTCTTGAAGACGAAAGGGC
ACGCTCAGTGGAACGAAAAC
GGCAATCACACTCGATGATGCGT
GGCTCAATACGGTCTAGACGAGT

RATGTGCAGYACCAGTAA
CGCRATATCRTTGGTGGTG
ATGATGACTCAGAGCATTCG
TCAGAAACCGTGGGTTAC
TTGCGATGCTCTATGAGTGGCTA
CTCGAATGCCTGGCGTGTTT
GATCAGTCAGTGGGATAGTTT
TACTCGGCGTTAACTGATTA
TCCCACTGTTCCATATCGTCA
AACTTAGGCATTCTGGCTCAC
GCTACATCCTGCTTGCCTTC
ACTAGATCGCCGTGAAGAGG

TTGGTTAGGGGCAAGTTTTG
GTAATGGGCCAATAACACCG
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Amplicé  Electroforesis Gel de

n (bp) agarosa
231 1.5%
1150 2%
156 2%
540 2%

876-859 2%
482 1.5%
670 1%
515 2%
210 2%
659 2%



Tabla 7. Cebadores utilizados para deteccion de genes relacionados con mecanismos de

virulencia
GEN Cebador (57- 3") Amplico Electroforesis
n (bp) Gel de agarosa
Stx1 AGTTAATGTGGTGGCGAAGG 347 2%
CACCAGACAATGTAAACCGC
STX2 TTCCGGTATCCTATTCCCGG 589 2%

CGTCATCGTATACACAGGAG

3.3.3 Protocolo para amplificacion de 16S rRNA

Posterior al protocolo de extraccion de ADN expuesto en el apartado 3.3.1 (Xtrem-
Biotech, 2018), se realiz6 electroforesis horizontal en gel de agarosa del 1,0% (Advance Tin
Stain Catalog M604, NIPPON Genetics Europe GmbH) y las extracciones se visualizaron

con Midori Green en un transiluminador de luz ultravioleta,

Se amplificd el gen para el ARN ribosémico 16S por reaccion en cadena de
polimerasa (PCR), utilizando los cebadores 27F (5'- GAGTTTGATCMTGGCTCAG-3") y
1492R (5-ACGGYTACCTTGTTACGACTT-3"). La composicion general de la mezcla de

amplificacion fue la siguiente (volumen final 50 pl):

Tabla 8. Condiciones para amplificacion de gen 16S

ADN bacteriano (10 ng/L), 2 ul
Buffer (10X) 5uL
MgCI2 (100 mM) 0.75 uL
dNTP’s (200 pm) 6 ulL
Taq polimerasa 0.25 uL
Primer F (10mM) 2.5 uL
Primer R (10mM) 2.5 uL
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H20 mq esteril 31 uL

Volumen final : 50 uL

Las condiciones de amplificacion - PCR

Desnaturalizac
ion inicial
94°C, / 4 min

Amplificacion Extension

30*[96°C, 10 s; 52°C,
30s; 72°C, 2 min]

72°C, 4 min.

Los productos de PCR fueron separados en gel de agarosa al 1% con un marcador de
peso molecular de 1 kb a 80 V durante 20 minutos. Luego fueron purificados con la enzima
ExoProStarTM 1-Step (GE Healthcare Life Sciences) y secuenciados por Sistemas

Genomicos Ascires Biomedical Group (Valencia, Espafia).

Los electroferogramas se analizaron utilizando el software BioEdit sequence
alignment editor y las secuencias de nucleotidos obtenidas se compararon utilizando la
herramienta BLAST con las secuencias de referencia almacenadas en NCBI (Zhang et al.,
2000). Mediante el uso del software Mega se realizd la edicion de los dendogramas para

establecer la relacion filogenética de las cepas seleccionadas.

3.3.4 Protocolo para secuenciacion genoma bacteriano

Se activo la cepa Escherichia coli EC40 aislada de muestra de intestino de ternera
(ganado vacuno) en medio de cultivo TSB co incubacion 37°C overnight. Se centrifugd
(13500 rpm, 5 min) y se lavado dos veces con 1,5 ml de solucién salina estéril por
resuspension repetida y centrifugacion. El sedimento celular se us6 para la extraccién de
ADN total usando un Kit de extraccion de ADN gendmico bacteriano GenElute™ (Sigma-
Aldrich). EI ADN genomico se usO para la secuenciacion del genoma bacteriano. Las
bibliotecas de ADN se prepararon siguiendo la preparacion de ADN de Illumina guia de
referencia 1000000025416-10, con el kit Illumina DNA Prep (lllumina, referencia
20060059). EI ADN de entrada se diluyé a 0,2 ng/ul para iniciar el protocolo. A el paso de
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multiplexacion, indices de CD de ADN de Nextera (Illumina, referencia 20018708) fueron
usados. La seleccion del tamafio de la biblioteca se realiz6 de acuerdo con Protocolo
(Illumina) de preparacion de bibliotecas con microesferas de purificacion de muestras (SPB)
incluidas en el equipo de preparacion de la biblioteca. EI tamafio de la biblioteca se validd
utilizando Fragment Analyzer Matriz capilar con el kit de fragmentos HS NGS (1-6000 pb)
(Agilent, referencia DNF-474-0500). Las bibliotecas se secuenciaron con un Nextseq 2x150
pb emparejado. kit de reactivos finales (Nextseq 500/550 Mid Output Kit v2.5, referencia
20024905) en un secuenciador Nextseq500, segun las instrucciones del fabricante (Illumina

guia de referencia de Nextseq).

El ensamblaje del genoma completo se llevo a cabo en dos pasos. Primero, las lecturas
de lllumina se mapearon contra el genoma de referencia E. coli MG1655 usando canalizacion
corta (Seemann T, 2014, 2015). Toda la referencia las diferencias se instanciaron en el
genoma de consenso final. La secuencia obtenida incluyendo SNPs e InDels se corrigio tres
veces usando el programa Pilon y las lecturas cortas originales. Los contigs finales fueron
realizados en todas regiones incluidas en el genoma de referencia, corregidas de acuerdo con
el Secuenciado original de Illumina. Las lecturas no mapeadas se ensamblaron de novo
usando programa mira (Chevreux et al., 1999). Genoma mapeado y no mapeado, el repertorio
de contigs se concatend para construir el genoma final. Se utilizaron contigs de mas de 500
pb para el proceso de anotacion. Los marcos de lectura abiertos y la anotacion de genes se

Ilevaron a cabo utilizando la tuberia de anotacion prokka (version 1.12, Seeman, 2014).
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IV. RESULTADOS



4.1 ldentificacion de género y especie

En el procesamiento de las muestras se determing el recuento total de mesdfilos que
se encuentra entre 8x10* a 39x10° ufc/g, el recuento mas alto se reportd en carde cordero y

en visceras como higado, traquea y estomago presentaron recuentos entre 10*a 10°.

De las 390 cepas aisladas inicialmente, se identifico el 79% (n=308) de bacterias
gramnegativas y el 21%(n=82) de grampositivas. De las 308 cepas de gramnegativas la
distribucion por género fue de Escherichia 25%, Enterobacter 23%, Citrobacter 10%,
Acinetobacter 1.1%, Aeromonas 1.8%, Burkholderia 1.1%, Kluyvera 5%, Proteus 2.5%,
Providencia 0.4%, Serratia 11%, Klebsiella 8%, Chromobacterium 0.7%, Hafnia 2.5%,
Pantoeba 0.4%, Plesiomonas 0.7%, Rahnella, Tatumella 0.4%, Shiguella 1.8%, Yersinia

2.2%, Vibrio 0.4 % y el 4,3% de las cepas no se logré su identificacion.

En el presente estudio se utilizaron las 77 cepas de Escherichia con predomino de la
especie coli (n=73), se selecciond este género dada su ubicuidad que permite identificarla
como un modelo bacteriano comensal o de vida libre, y que favorece la investigacion de la
RAM vy el estudio de la biologia de sistemas, es considerada un modelo celular de regulacion
genética al que se recurre para observar las respuestas derivados de la RAM vy de la

exposicion a biocidas (Mori, 2004).

A continuacion, se observa la distribucién de Is bacterias gramnegativas aisladas de la carne
y productos carnicos de las plazas de abasto, se identifican géneros indicadores de las
condiciones de inocuidad de los alimentos, géneros de facil crecimiento en matrices de
carnicos y gue se relacionan con alteraciones organolépticas, se obseva una circulacion d

potenciales patdgenos, asi como se encuentran bactrias que son propias de suelos (figura 11).
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Figura 11. Aislamientos de bacterias gramnegativas aisladas de carnicos de plazas de abasto

Aislamientos de bacterias gramnegativas carnicos plazas de abasto
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Fuente: el estudio

4.2 Resultados de Pruebas de Sensibilidad

4.2.1 Evaluacién de susceptibilidad antibidtica de bacterias gramnegativas asiladas de

carnicos

Inicialmente a las cepas de gramnegativos se les realiz6 el montaje de antibiogramas, se
seleccionaron antibioticos de 3 grupos cefalosporinas, aminoglucdsidos y carbapenémicos,
presentd la mayor resistencia la gentamicina en 11%, seguido de imipenem con el 8.7%; el
resultado de susceptibilidad intermedia para los dos carbapenémicos es un hallazgo que
alerta, dado el incremento y dispersién de bacilos gramnegativos productores de
carbapenemasas; si bien no es resistencia completa genera incertidumbre sobre el efecto que
tienen estos antibiticos en infecciones por gramnegativos, teniendo en cuenta ademas que

estas son bacterias provenientes del medio ambiente mas que de la carne o de los productos.
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Figura 12. Perfiles de susceptibilidad antibiotica de bacterias gramnegativas aisladas de

Carnicos.

Perfiles de suceptibilidad de bacterias gramnegativas
asiladas de carnicos
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Fuente: el estudio
4.2.2 Multiresistencia en bacterias gramnegativas aisladas de carnicos
Para determinar la multiresistencia o resistencia multiple se calculé por cepa el nimero de
antibioticos a los cuales presento resistencia, el criterio de multiresistencia se atribuye cuando
se presenta en dos 0 mas grupos de antibioticos. Seis cepas de los géneros Citrobacter,
Enterobacter, Serratia cumplen con este requisito. EI comportamiento de las cepas por

numero de anribi6ticos se relaciona en la siguiente (figura 13),

Figura 13 Relacion nimero de antibidticos por cepa
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Numero de antibidticos con resistencia en relacidén con %de cepas
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% de cepas

% de antibidticos que resistencia

Fuente: el estudio.

4.2.2 Evaluacion de susceptibilidad antibidtica de Escherichia coli asiladas de carnicos

Para el estudio de los perfiles de suceptibilidad en E. coli se utilizaron 15 antibi6ticos de 8
grupos como cefalosporinas, carbapenémicos, tetraciclina, fenicoles, piperaciclina,
cloranfenicol, trimetropim sulfa, quimolonas, inhibidor de folatos. Los resultados muestran
gue la mayor resistencia es para la tetraciclina, seguido de trimetropim sulfa, y piperacilina

con porcentajes de 53%,48% y 5,1% respectivamente.

Figura 14. Comportamiento de la susceptibilidad de los antibioticos en E. coli.
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Fuente: el estudio
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Figura 15. Relacién de cepas de Escherichia coli Vs numero de antibidtico que reportd
resistencia.
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Fuente: el estudio

Las cepas de E. coli presentaron multiresistencia, algunas con fenotipo BLEE. E coli se
relaciona mundialmente como una bacteria marcadora de la resistencia a los antibioticos y
otras sustancias, en multiples estudios en los que se exploran los patotipos de E. coli ademas

de identificar los determinantes de virulencia, se estudian los determiantes de resistencia.

En el presente estudio las cepas 32, 46, 47, 48, 54 y 97 fueron sensibles a los antibiticos, no
presentaron determinantes genéticos de resistencia ni virulencia, mostraron crecimiento en
concentraciones minimas de biocidas. 72, 75, 77, 78, 79, 85, 86, 90 y 101 fueron sensibles
a los antibioticos, presentan algunos determinantes genéticos principalmente a tatraciclinas,

aminoglucoésidos y a cefalopsorinas la cepa 101 reporto el gen ogxA.

En la tabla 9 se compila los datos que relaciona la procedencia de la cepa, respuesta de

resistencia a antibidticos y biocidas en los cuales hubo crecimiento en concentraciones bajas.
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Tabla 9. Compilado de resultados cepas de Escherichia coli estudiadas

RESISTENCIA A RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS* TOLERANCIA DETERMINANTES
CODIGO  MUESTRA ANTIBIGTICOS* (I (R) BIOCIDAS GENETICOS
Ec1 | Camusculohacuno K30 TE30, STX HP,C,CL,BC,  TEM, TETB, AmpC
HC
Ec2 | Camisculohacuno  FOX30, CRO, K30 HP,C,CL,BC,  TEM,aac
HC
Ec3 | Camisculovacuno  FOX30, CTX. K30 STX HP, C, CL, BC,
HC
Ec4 Higadovacuno  FQX30, FEP30, K30  TES30, STX HP,C,CL,BC, TETA
HC
Ecs Ca-misculovacuno K 3() CRO, CTX, TE30, HP, C, CL, BC, STX1, aac
PR100, C30, SXT HC
Ec6 | Camisculohacuno  CRO, K30 TE30, PR100, C30, STX HP,C,CL,BC,  CTXM, aac, TETA, STX1,
HC STX2
Ec8 Higadohvacuno  CRO, K30 TE30, C30, STX HP,C,CL,BC,  CTXM, aac, STX2
HC
Ec9 Rifion / cordero C|P5, K30 TE30, C30, STX HP,C,CL,BC,  aac, STX2
HC
Ec1p | 'mestinofcordero  CRQ, CIP5, K30 C30, STX HP,C,CL,BC,  CTXM, aac
HC
Fc1] | !Imestinofcordero  CAZ50, K30 TE30, C30, STX HP, C,CL,BC,  CTXM, AmpC
HC
Ec12 Ca-misculovacuno K 3() TE30, C30, STX HP, C, CL, BC, CTXM, aac,
HC
Ec13 | Mmestinooress/  CRO, K30 IMP, MEM10 HP,C,CL,BC,  CTXM, aac, TETA, AmpC
HC
Ec14 | Rifon/cordero  CRQ, K30 TE30, C30, SXT C,CL,BC,HC  aac, TETA, STX1,STX2
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RESISTENCIA A RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS* TOLERANCIA DETERMINANTES
CODIGO — MUESTRA ANTIBIOTICOS* (1) (R) BIOCIDAS GENETICOS
Ecis | Mk CRO, K30 TE30, C30, SXT HP,C,CL,BC,  aac, STXL,STX2
HC
Fc16 | Mesimoonen/  pR10D TE30, C30, SXT HP,C,CL,BC,  STXLSTX2
HC
Fc17 | Imesinogneso/  CRO, IMP HP,C,CL,BC,  TETA
HC
Fc1g | 'meiogueo/  CRO.K30,PR100  TES30,C30, SXT HP,C,CL,BC,  aac, TETA, TETO,
HC STX1,STX2
Fc19 | Cabeolvaumo K30 CRO, CTX, IMP, HP,C,CL,T,  aac, STX1,STX2, AmpC,
MEM10,TE30, C30, BC, HC TEM
SXT
Ec20 | Cabero/vacuno CRO, TE30, C30,SXT  HP,C,CL,BC,  STX1,STX2
HC
Ec21 | FEstomago/vacuno  EQX30, IMP, K30 CRO HP, C,CL,BC,  aac
HC
Ec22 Murillo/vacuno K30 CRO, CTX, CAZ50, HP, C, CL, BC, TEM, aac, STX1
FEP30, TE30, PR100, HC
STX, CIP5
Ec23 Loma / vacuno IMP, K30 CRO, CTX, CAZ50, HP, C, CL, BC, TEM, aac, TETB
FEP30, TE30, PR100, HC
STX, CIP5
Feoq | Longanizalcerds VP, K30 CRO, TE30,C30 HP,C,CL,BC,  aac. STXL
HC
Ec25 Longaniza/cerdo  FEP30 CRO, CTX, CN10, HP, C, CL, BC, CTXM, aac,
K30,L TE30. PR100 HC
Ec27 salchicha /cerio™ S KT3() CRO, CN10, TE30,C30 HP,C,CL, T, STX1, STX2
BC, HC
Fcog | Sachichakerds  FEP3Q, CIPS CRO, CN10, TE30,C30 HP,C,CL,T,  aac, AmpC
BC, HC
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A *
CODIGO MUESTRA RESISTENCIA A RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS TOLERANCIA DETERMINANTES

ANTIBIOTICOS* (1) (R) BIOCIDAS GENETICOS
Ec29 Celleiidimenis |y CRO, HP, C, CL, T, aac, STX1, STX2
TE30,PR100,C30,SXT BC, HC
Ec30 Bofe/vacunno | MP TE30, C30, SXT HP,C,CL, T, aac, STX2
BC, HC
Ec31 Bofe / vacunno IMP CRO HP, C, CL, BC,
HC
Ec32 Bofe / vacunno HP, CL, T, BC, TETA,
HC
Ec33 Bofe / vacunno FEP30, MEM10 CRO, IMP, TE30, HP, C, CL, T, aac, TETA, TETB, STX1,
PR100, C30,STX BC, HC STC2
Ec34 Esofago/Vacuno  CRQO HP, C, CL, BC, aac, TETA, TETB, STX2
HC
Ec35 Eséfago/Vacuno  FEP30, IMP HP, C, CL, BC,
HC
Ec36 Eséfago/Vacuno K 3() TE30, PR100, C30,SXT HP,C,CL, T, TETA
BC, HC
Ec37 | Imetinogrueso/ K30 CRO, TE30, C30, SXT  HP,C,CL,T, aac, TETB, STX2
vacuno BC HC
Ec3g | Imetimgrueso/  FQOX30, FEP30, K30  CRO, CTX,C30 HP, C,CL,BC,  aac, TETB
HC
Ec39 Intetino grueso/  EEP30 C30 HP, C, CL, BC, TETB
vacuno HC
Ec40 Inteti/r;c():l?;geso/ IMP, MEM10, K30 CRO, CTX, TE30, HP, C, CL, T, CTXM, aac, TETA, TETO
PR100, C30, SXT BC, HC
Ec42 Callo f Vacuno IMP, CIP5, K30 CRO, K30, TE30, HP, C, CL, BC, aac, TETB
PR100, SXT HC
Ec44 Callo / Vacuno CRO HP, C, CL, BC, TETB, STX2
HC
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RESISTENCIA A RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS* TOLERANCIA DETERMINANTES
CoDIGO MUESTRA ANTIBIOTICOS* (1) (R) BIOCIDAS GENETICOS
Ec45 Callo / Vacuno IMP FEP30 HP, C, CL, BC,
HC
Ecd6 Callo / Vacuno HP, C, CL, BC,
HC
Ec47 Libro / vacuno HP, C, CL, BC, TETO
HC
Ec48 Libro / vacuno HP, C, CL, BC,
HC
Ec49 Libro / vacuno IMP CRO, K30, TE30, C30, HP, C, CL, BC, CTXM, aac, STX1
SXT HC
Ec50 Libro / vacuno IMP CRO, IMP, HP, C, CL, BC,
HC
Ec51 Libro / vacuno CRO, IMP, K30, HP,C,CL, T, CTXM, TETA, STX2
PR100 BC, HC
Ec52 Espinazo /cordero  EEP3(Q CRO, IMP HP,C,CL, T, CTXM, TETA
BC, HC
Ec54 Vena / vacuno HP, CL, BC, HC
Ec56 Vena / vacuno CRO TE30, PR100, C30, SXT HP, C, CL, BC, TETB
HC
Ec58 Callo / Vacuno CRO, K30, TE30, HP, C, CL, T, TETA
PR100,C30,SXT BC, HC
Ec61 | Higado/Vacuno CRO, TE30, PR100, HP, C,CL,BC,  aac, TETA
SXT HC
Ec62 Higado / Vacuno CRO HP, C, CL, BC, TETA
HC
Ecb4 Higado / Vacuno CRO, CN10, TE30 HP, C, CL, BC, TETO, STX1, STX2
HC
Ec65 Higado / Vacuno CRO, TE30 HP,C,CL, T, CTXM, TETB
BC, HC
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RESISTENCIA A RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS* TOLERANCIA DETERMINANTES
CODIGO  MUESTRA ANTIBIGTICOS* (I (R) BIOCIDAS GENETICOS
Ec66 Higado / Vacuno CRO HP, C, CL, BC,
HC
Ec67 Higado/Vacuno  EEP30 HP, C, CL, BC,
HC
Ec68 Higado / Vacuno CN10 C,CL, T,BC,HC CTXM, TETA, STX1, STX2
Ec69 Higado/Vacuno  CRQO CAZ50, FEP 30, CN10, HP,C,CL, T, CTXM, aac, TETB, STX2
K30,TE30, PR100, STX, BC, HC
CIP5
Ec70 Higado/Vacuno  CAZ50, K30 FEP30, PR 100 HP, C, CL, BC, CTXM, aac
HC
Ec 72 Pulmén / vacuno HP, C, CL, BC, CTXM
HC
Ec75 | Ca-musculoivacuno HP, C, CL, BC, CTXM, aac, STX2
HC
Ec76 | Camisculovacuno  CTX HP, C, CL, BC, aac
HC
Ec77 | Camusculo/vacuno HP, C, CL, BC, aac, STX2
HC
Ec78 | Camisculoivacuno HP, C, CL, BC, aac, TETA
HC
Ec79 | Camisculo/vacuno HP, C, CL, BC, TETA
HC
Ec83 Longaniza / cerdo FOX30, AMC30 HP, C, CL, T, aac, TETA
BC, HC
Ec85 Higado / Vacuno HP, C, CL, BC CTXM, ogxA
Ec86 Higado / Vacuno HP, C, CL, BC, aac
HC
Ec90 Higado / Vacuno HP, C, CL, BC TETA, STX2

67



RESISTENCIA A RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS* TOLERANCIA DETERMINANTES
CODIGO — MUESTRA ANTIBIOTICOS* (1) (R) BIOCIDAS GENETICOS
Ec97 Intest\jggug:]?esol Ez, C, CL, BC,
Ec10] | Estomago/ cordero HP, C, CL, BC, CTXM, ogXxA
HC
Ec103 SR K30, TE30, C30 HP, C, CL, BC,
HC
Ec106 | Estomago/cordero FOX30, AMC30 HP, C, CL, BC
EClOS Longaniza/cerdo K30 TE30, C30 HP, C, CL, BC, TETA
HC
Ec109 Longaniza / cerdo K30, TE30, C30 HP,C,CL, T,
BC, HC
Ec111 Salchicha/cerdo  CTX TE30, C30 HP, C, CL, BC, CTXM
HC
Ec113 Salchicha /cerdo  K3() TE30 HP, C, CL, BC, TETB, STX2
HC
Ec114 Estomago / vacuno TE30, C30 HP, C, CL, BC, TETA, STX2
HC
Ec119 | Estomago/vacuno K30 HP, C, CL, BC, TETA, TETB
HC

*Antibidticos: Cefoxitin (FOX30), Ceftriaxona (CRO), Cefotaxime (CTX), CeftaXidime (CAZ50), Cefepime (FEP30), Imipenen (IMP), Meropenem
(MEM10), Gentamicina (CN10), Kanamicina (K30), Tetraciclina (TE30), Piperaciclina (PRL100), Cloranfenicol (C30), Trimetropim sulfa (SXT), Amoxacillina
/ Ac. Clavulanico (AMC30), Ciprofloxacina (CIP5). **Biocidas: Cloruro de Hexadeclpiiridinio (HP) Cetrimida (CT), Digluconato de Clorhexidina (CL), Triclosan
(T), Cloruro de Benzalconio (BC) Hexaclorofeno (HC).
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4.3 Resultados de pruebas de tolerancia a Biocidas

4.3.1 Resultados en bacterias gramnegativas asiladas de carnicos

Figura 16. Evaluacion de tolerancia a biocidas de bacterias gramnegativas asiladas de carne

y productos carnicos.
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Fuente: el estudio

En relacion con los biocidas que se probaron con la técnica de microtitulacion presentaron
difertentes comportamientos, para Triclosan el 43% de las cepas presentd crecimiento
dsitribuido en todas las concentraciones, en los ensayos con este biocida se report6 el
crecimiento en C1 (10 mg/L) que correpondio a 7,1% de las cepas, sin embargo en el 56.1%
de las cepas no presentaron crecimiento, posiblemente se presenta dado que el biocida ha
tenido un uso prolongado en la industria farmacéutica y cosmeética. Para el Cloruro de
Benzalconio y clorhexidina la concentracion de inhibicion correspondié a (0.25 mg/L) a
partir de esa concentracion no hubo inhibicion del crecimiento bacteriano. Para cetrimida la

inhibicion se presentd en C4 (<0.025 mg/L).
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4.3.2 Resultados en Escherichia coli asiladas de carnicos

Figura 17. Evaluacion de tolerancia a biocidas de Escherichia coli asiladas de carne y

productos carnicos.
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Fuente: el estudio

En los ensayos con Triclosan el 77% de las cepas de E. coli fueron inhbidas, el 33%
restante presentd crecimiento a la concentracion, la inhibicidn de este género se determind
en C4 (MIC 0.025 mg/L), asimismo para Hexaclorofeno (HC), Cetrimida (C),
Clorhexidrina (CL), el Hexadecilpiridinio (HP) report6 la concentracién de inhibicion a
partir de 0.025 mg/L.

4.4 Genes de resistencia antibiéticos

Los procedimientos de PCR para deteccion de determinantes genéticos de resistencia
antibidtica se realizaron con las cepas de Escherichia coli el porcentaje de prevalencia de

cada uno fue:
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Tabla 10. Porcentaje de determinantes genéticos de resistencia en cepas de E, coli.

CtxM | CtxM2 | TEM | aac | TETA | TETO | TETB | ogxA |AmpC| SHV
15,6 1,3 39 |377| 364 5,2 26,0 2,6 9,1 2,6

El presente estudio es el primer estudio que hace la busqueda de los genes seleccionados en
carnicos, por lo cual los resultados son muy importantes dado que aportan a la evidencia de
la circulacion de estos en la cadena productiva, en el pais se ha centrado en el area clinica la
exploracién de estos genes. El gen con mayor prevalencia corresponde al TETA seguido de
TETB, estos junto con los determinantes CTXM, CTxM2, aac, TETO y ogxA son los primeros

en la region.

Se realiz6 el seguimiento de los genes que codifican determinantes de virulencia stx1 y stx2

que reportaron 15.6% y 40.3% respectivamente, igualmente es el primer dato para la region.

4.5 Filogenia de las cepas de E. coli aisladas de carnicos

4.5.1 Analisis filogenético de bacterias asiladas de carne y productos carnicos

Del analisis de las secuencias obtenidas de la amplificacion del gen 16S mediante el
programa se construy6 el dendograma con 80 cepas provenientes de carnicos y productos
(figura 18 y 19), en este dendograma se identifican 5 grupos de los cuales 3 son monofiléticos
(1,2,3) y 2 parafiléticos (4,5), Escherichia coli strain A1GBS5-22(1)-E2(2) se comporta
como grupo hermano del grupo 4, LM995753.1 Escherichia coli genome assembly FHI24

se comporta como grupo externo del grupo 5.
En la figura 20 que correponde a un segundo dendograma de cepas asiladas de los

carnicos se obsevan 2 grupos monofiléticos (1,4) y dos parafiléticos (2,3), se comporta como

grupo hermano E. fergusoni cepa de referencia.
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4.5.2 Analisis filogenético de Escherichia coli aislada de carne y productos carnicos
En la figura 21 se observan 3 grupos monofilético, un grupo externo al grupo 1y

grupo hermano

4.5.3 Andlisis filogenético de Escherichia coli y Shiguella asilada de carne y productos
carnicos

En la figura 22 se observaron tres grupos monofiléticos, las cepas de Shiguella

4.5.4 Analisis filogenético de Shiguella asilada de carne y productos carnicos
En la figura 23 se registra el dendograma de 4 cepas de Shiguella, asilada en las plazas
de abasto, se observaron 2 grupos monofiléticos

Del analisis general de la secuenciasion del gen 16S de las cepas procedentes de
carnico se obrserva que pesar de que las E. coli se agruparon en varios grupos la mayoria
muestran agrupacion monofilética, los grupos parafiléticos onservados integran otros géneros
y un numero mayor de especies de Escherichia. No se identifican polifiléticos, los cambios

evolutivos que se observan .
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Figura 18. Dendograma de bacterias gramnegativas asiladas de carne y productos carnicos.
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Figura 19. Dendograma de bacterias gramnegativas aisladas de carne y productos carnicos.
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Figura 20. Dendograma de bacterias gramnegativas aisladas de carne y productos carnicos.
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Figura 21.

Dendograma de Escherichia coli asiladas de carne y productos carnicos.
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Figura 22. Dendograma de Escherichia coli y Shiguella asiladas de carne y productos céarnicos.
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Figura 23. Dendograma Shiguella asiladas de carne y productos carnicos.

—— MEKB88213.1 Shigella sp. strain HSTU-ASm25

—— MKE28213.1 Shigella sp. SEQ. REF.

MKE88213.1 Shigella sp. strain HSTU-ASm25 2

—— MF20492238.1 Shigella sp. strain SEG

L—— KR148883 .1 Shigella sp. CH-12

78



4.6 Estudio de la presencia de genes de resistencia a antimicrobianos, elementos

genéticos moviles y factores de virulencia en el genoma de la cepa E. coli 40

Para el estudio de la resistencia a antimicrobianos se utilizaron diferentes programas
bioinformaticos, que se diferencian entre si en cuanto a las bases de datos que rastrean y el
tipo de bdsqueda. A continuacion, se muestran los resultados obtenidos con los distintos

programas.

4.6.1 Analisis con el programa BacAnt

Esta aplicacion fue disefiada para realizar anotaciones sobre genes de resistencia a
antimicrobianos, asi como elementos genéticos moviles (transposones y secuencias de
insercion) y combinar los resultados en un unico fichero de salida. En el Anexo | se muestran
los resultados globales de las anotaciones obtenidas con este programa. Ademas, BacAnt
incorpora una base de datos de replicones, lo que permite identificar mediante un analisis

independiente las secuencias plasmidicas.
4.6.2 Elementos plasmidicos
Los resultados del analisis indican la presencia de tres tipos de elementos plasmidicos

(tabla 11), pertenecientes a los grupos de incompatibilidad IncFIB (contig 132), InclFlI
(contig 135) e IncX1 (contig 181).
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Tabla 11. Elementos plasmidicos detectados en la cepa E. coli 40.

Query /
Plasmi Identity Contig Position Accession
Template
IncFIB(AP001918) 98.387 |682/682 gnl|Prokka| ANG22-083_132 |1825..2506 AP001918
IncFlI 100.0 261/261 gnl|Prokka|ANG22-083_135 |14126..14386 |AY458016
IncFll(pCoo) 93.893 |262/262 gnl|Prokka| ANG22-083_135 |14126..14386 |CR942285
IncFll(pSE11) 93.182 |264/264 gnl|Prokka| ANG22-083_135 |14126..14386 |AP009242
IncF1I(29) 93.916 |263/259 gnl|Prokka|ANG22-083_135 |14126..14386 |CP003035
IncX1 98.939 |377/377 gnl|Prokka|ANG22-083_181 |677..1053 JN935898
IncX1 92.246 |374/374 gnl|Prokka|ANG22-083_181 |680..1053 EU370913
IncX1 90.909 |374/373 gnl|Prokka|ANG22-083_181 |680..1053 CP0O01123
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4.6.3 Transposones y secuencias de insercion:

En el genoma de la cepa E. coli 40 se han detectado seis tipos de transposones
diferentes y dos secuencias de insercion (tabla 12 y Anexo Il). Tres de los transposones
aparecen en una region comprendida entre las bases 1020000 y 1037727. En esta region, el
transposon TN602 aparece duplicado (una copia en la cadena + y otra en la cadena -). Los
tres restantes aparecen en la region comprendida entre las bases 437000 y 470000. Los
transposones Tn2 y Tn801 aparecen solapados, ambos en la cadena -. En esta region se
concentran la mayoria de los genes de resistencia a antimicrobianos, asi como las secuencias

de insercion (Anexo ).

Tabla 12. Transposones y secuencias de insercidn detectados en la cepa E. coli 40.

TRANSPOSON
QUERY TYPE|ACCESSION %IDENTITY %COVERAGE

gnl|Prokka| ANG22-

083_207 Tn602|AH000951 94.69 91.13
gnl|Prokka| ANG22-

083_244 Tn6292 99.76 64.77
gnl|Prokka| ANG22-

083_203 Tn21|CP001182 99.73 83.89
gnl|Prokka| ANG22-

083_139 Tn2|KX242350 99.84 100.0
gnl|Prokka| ANG22-

083_139 Tn801|AF080442 98.36 100.0
gnl|Prokka| ANG22-

083_142 Tn602 | AHO00951 99.11 91.13
gnl|Prokka| ANG22-

083_132 Tn3411|M19532 97.41 99.09
gnl|Prokka| ANG22-

083_167~integron_01 In1003|KF921556 95.68 42.55
gnl|Prokka| ANG22-

083_203~integron_01 In498 | AY214164 100.0 100.0
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4.6.4 Genes de resistencia a agentes antimicrobianos

En el Anexo I11 se muestran los datos globales de genes de resistencia obtenidos con

BacAnt. Los datos resumidos se muestran en la tabla 13.

Tabla 13. Genes relacionados con la resistencia detectados por el programa BacAnt.
Destacan los genes de resistencia a beta-lactdmicos, quinolonas, fenicoles, aminoglucésidos,

tetraciclinas y sulfonamidas, asi como las bombas de exporte.

GENE PRODUCT/RESISTANCE
emrD EFFLUX

fieF

blaEC BETA-LACTAM
mdtM EFFLUX

iucA

irok

iroN

blaTEM-235 BETA-LACTAM
fdeC

mchF

gaclL QUATERNARY
aadAl STREPTOMYCIN
gnrB19 QUINOLONE
floR CHLORAMPHENICOL/FLORFENICOL
dfrAl TRIMETHOPRIM
sul3 SULFONAMIDE
iss

tet(A) TETRACYCLINE
sul3 SULFONAMIDE
ariR

asr

acrF EFFLUX
arsR_K-12

El programa BacAnt ofrece también una representacion grafica de la localizacion de
los genes de resistencia. En las figuras 24 y 25 se muestra una representacion global de los
principales genes de resistencia, transposones y secuencias de insercion detectados por este

programa. En dicho mapeo destacan dos regiones (ampliadas en la figura 221B e 232B) en
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las que la concentracion de genes de resistencia y de secuencias de insercion es mayor.
Teniendo en cuenta estos datos y la localizacion en contigs de los genes de resistencia (Anexo
), transposones y secuencias de insercion, encontramos tres regiones de especial interés:

-El contig 139 contiene dos transposones (Tn2 y Tn801) junto con el gen de
resistencia a beta-lactamasas blaTEM-235.

-El contig 167 contiene el integron In1003 junto con los genes de resistencia gacL
(QACs) y aadAl (Estreptomicina).

-El contig 203 contiene la secuencia de insercion In498 y el transposon Tn21, junto
con el gen de resistencia a trimetoprim dfrAl (todos ellos en la cadena +). El gen dfrAl es

de hecho una dihidrofolato-reductasa codificada en un integrén.
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Figura 24. Anotacion de genes de resistencia, transposones y secuencias de insercién en el
genoma de la cepa E. coli 40 obtenida con el programa BacAnt (A). Ampliacion de la region

con mayor concentracion de estos elementos (B).
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Figura 25. Anotacion de genes de resistencia, transposones y secuencias de insercién en el
genoma de la cepa E. coli 40 obtenida con el programa BacAnt (A). Ampliacion de la region

distal con mayor concentracion de elementos moviles (B).
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4.6.5 Resultados del analisis realizado con el programa Abricate

Este programa es el que proporciona unos resultados méas completos, ya que rastrea

varias bases de datos. En el Anexo IV aparecen listados los genes encontrados, con indicacion

del contig donde se encuentra la secuencia correspondiente y la base o bases de datos en que

han sido encontrados. El listado mas extenso de genes se obtuvo rastreando la base de datos

Megares. En la tabla 14 se muestra un resumen de los resultados encontrados en esta base de

datos.

Tabla 14. Listado simplificado de genes relacionados con la resistencia a antimicrobianos en

el genoma de E. coli 40 tomando la base de datos Megares como referencia.

GENE PRODUCT

AMPH Drugs:betalactams:Penicillin_binding_protein: AMPH

PBP2 Drugs:betalactams:Penicillin_binding_protein:PBP2

PBP4B Drugs:betalactams:Penicillin_binding_protein:PBP4B

AMPC Drugs:betalactams:Class_C_betalactamases:AMPC

TEM Drugs:betalactams:Class_A_betalactamases: TEM

CTX Drugs:betalactams:Class_A_betalactamases:CTX

CTX Drugs:betalactams:Class_A_betalactamases:CTX

ANT(3)-| Drugs:Aminoglycosides:Aminoglycoside O-nucleotidyltransferases:ANT3-DPRIME

QNRB Drugs:Fluoroguinolones:Quinolone_resistance _protein_Qnr:QNRB

DFRA Drugs:Trimethoprim:Dihydrofolate_reductase:DFRA

MPHB Drugs:MLS:Macrolide_phosphotransferases:MPHB

TETA Drugs:Tetracyclines:Tetracycline_resistance MFS_efflux_pumps:TETA

FLOR Drugs:Phenicol:Phenicol_resistance MFS_efflux_pumps:FLOR

KDPE Drugs:Aminoglycosides:Aminoglycoside efflux_pumps:KDPE

PMRF Drugs:Cationic_antimicrobial_peptides:Lipid A _modification:PMRF

BACA Drugs:Bacitracin:Undecaprenyl pyrophosphate phosphatase:BACA

EPTA Drugs:Cationic_antimicrobial _peptides:Lipid A modification:EPTA

EMRD Multi-compound:Drug_and_biocide_resistance:Drug_and_biocide_MFS_efflux_pumps:EMRD

Multi-

MDTM | compound:Drug_and_biocide_resistance:Drug_and_biocide MFS_efflux_pumps:MDTM
MDTG Multi-compound:Drug_and_biocide_resistance:Drug_and_biocide_MFS_efflux_pumps:MDTG
MDTH Multi-compound:Drug_and_biocide_resistance:Drug_and_biocide_MFS_efflux_pumps:MDTH
MDFA Multi-compound:Drug_and_biocide_resistance:Drug_and_biocide MFS_efflux_pumps:MDFA
BCR Multi-compound:Drug_and_biocide_resistance:Drug_and_biocide MFS_efflux_pumps:BCR
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GENE PRODUCT

ACRF Multi-compound:Drug_and_biocide_resistance:Drug_and_biocide RND_efflux_pumps:ACRF
Multi-

MARA | compound:Drug and_biocide resistance:Drug_and biocide RND efflux_regulator: MARA
Multi-

EMRR | compound:Drug_and_biocide_resistance:Drug_and_biocide MFS_efflux_regulator:EMRR

EMRA Multi-compound:Drug_and_biocide_resistance:Drug_and_biocide MFS_efflux_pumps:EMRA

EMRB Multi-compound:Drug_and_biocide_resistance:Drug_and_biocide MFS_efflux_pumps:EMRB

EMRY Multi-compound:Drug_and_biocide_resistance:Drug_and_biocide MFS_efflux_pumps:EMRY

EMRK Multi-compound:Drug_and_biocide_resistance:Drug_and_biocide MFS_efflux_pumps:EMRK
Multi-

EVGS | compound:Drug and_biocide resistance:Drug and biocide MFS_efflux_regulator:EVGS
Multi-

MARR | compound:Drug_and_biocide resistance:Drug_and biocide RND_efflux_regulator: MARR
Multi-

CPXAR | compound:Drug_and_biocide_resistance:Drug_and_biocide RND _efflux_regulator:CPXAR
Multi-

CPXAR | compound:Drug_and_biocide_resistance:Drug_and_biocide RND _efflux_regulator:CPXAR
Multi-compound:Drug_and_biocide_and_metal_resistance:

MDTA | Drug and biocide and metal RND efflux_pumps:MDTA
Multi-compound:Drug_and_biocide_and_metal_resistance:

MDTB | Drug and_biocide and metal RND efflux_pumps:MDTB
Multi-compound:Drug_and_biocide_and_metal_resistance:

MDTC |Drug and biocide and metal RND_efflux_pumps:MDTC
Multi-compound:Drug_and_biocide_and_metal_resistance:

BAES | Drug and biocide_and_metal RND_efflux_regulator:BAES
Multi-compound:Drug_and_biocide_and_metal_resistance:

BAER | Drug and biocide and _metal RND_efflux_regulator:BAER

MDTP Multi-compound:Drug_and_biocide_resistance:Drug_and_biocide_ RND_efflux_pumps:MDTP

MDTO Multi-compound:Drug_and_biocide_resistance:Drug_and biocide RND efflux_pumps:MDTO

MDTN Multi-compound:Drug_and_biocide_resistance:Drug_and_biocide_ RND_efflux_pumps:MDTN
Multi-compound:Drug_and_biocide_and_metal_resistance:

ACRD | Drug and_biocide and metal RND efflux_pumps:ACRD

ACRB Multi-compound:Drug_and_biocide_resistance:Drug_and_biocide RND_efflux_pumps:ACRB

ACRA Multi-compound:Drug_and_biocide_resistance:Drug_and_biocide RND_efflux_pumps:ACRA
Multi-

ACRS | compound:Drug_and_biocide _resistance:Drug_and_biocide RND_efflux_regulator:ACRS

ACRE Multi-compound:Drug_and_biocide_resistance:Drug_and_biocide RND_efflux_pumps:ACRE

CRP Multi-compound:Drug_and_biocide_resistance:Drug_and_biocide_RND_efflux_regulator:CRP

MDTE Multi-compound:Drug_and_biocide_resistance:Drug_and_biocide_RND_efflux_pumps:MDTE

MDTF Multi-compound:Drug_and_biocide_resistance:Drug_and_biocide RND_efflux_pumps:MDTF
Multi-

GADW | compound:Drug_and_biocide_resistance:Drug_and_biocide RND _efflux_regulator:GADW
Multi-

GADX | compound:Drug_and_biocide_resistance:Drug_and_biocide RND_efflux_regulator:GADX

HNS Drugs:Multi-drug_resistance:Multi-drug RND_efflux_pumps:HNS

ASMA Drugs:Multi-drug_resistance:Multi-drug RND_efflux_regulator:ASMA

QACL Multi-compound:Drug_and_biocide_resistance:Drug_and_biocide SMR_efflux_pumps:QACL

MDTI Multi-compound:Drug_and_biocide_resistance:Drug_and_biocide SMR_efflux_pumps:MDTI
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GENE PRODUCT
MDT]J Multi-compound:Drug_and_biocide_resistance:Drug_and_biocide SMR_efflux_pumps:MDTJ
KPNO Multi-compound:Drug_and_biocide_resistance:Drug_and_biocide SMR_efflux_pumps:KPNO
Multi-
MDTK | compound:Drug_and biocide resistance:Drug_and_biocide MATE_efflux_pumps:MDTK
MSBA Drugs:Multi-drug_resistance:Multi-drug ABC_efflux_pumps:MSBA
YOGI Multi-compound:Drug_and_biocide_resistance:Drug_and_biocide ABC_efflux_pumps:YOGI
Multi-compound:Drug_and_biocide_and_metal_resistance:
SOXS |Drug and biocide and metal resistance regulator:SOXS

Los resultados obtenidos tras agrupar los genes segun la familia de antimicrobianos

frente a la que pueden proporcionar proteccion se muestran en la tabla 15.

Tabla 15. Numero de genes encontrados en el genoma de E. coli 40 tomando la base de datos

Megares como referencia, agrupados por familia de antimicrobianos.

Grupo antibidtico n de genes
Aminoglucosidos 2
Beta lactamicos 7
Fenicoles 1
Fluoroquinolonas 1
Macrolidos 1
Tetraciclinas 1
Sulfonamidas 1
Péptidos catidnicos 3
Multidrug 45
Total 62

En cuanto a los mecanismos de resistencia (tabla 16), los mas abundantes fueron

aquellos relacionados con el exporte de las moléculas de antimicrobiano al exterior de la

célula. De ellos, tres eran especificos para un solo tipo de antibiético, pero el resto

pertenecian al grupo de multitransportadores.
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Tabla 16. Clasificacion de los genes de resistencia encontrados en el genoma de E. coli 40

segln el mecanismo de proteccion.

Grupo antibiético n de genes
Inactivacion del antibidtico 6
Modificacion de la diana 6
Proteccion de la diana 1
Reemplazo de la diana 1
Exporte de las moléculas de antibidtico 48

De los 48 genes relacionados con multitransportadores, 41 tenian una especificidad
amplia para antibidticos y biocidas, y seis estaban ademas relacionados con el exporte de
metales pesados. Los distintos multitransportadores se clasificaron en familias (tabla 17). La

mayoria de los genes encontrados pertenecian a las familias RND y MFS.

Tabla 17. Clasificacion de los genes de resistencia relacionados con multitransportadores

encontrados en el genoma de E. coli 40 agrupados por familias.

Genes de resistencia por familia n de genes
Major Facilitator Superfamily (MFS) 14
Resistance-Nodulation-Division (RND) 23
Small Multidrug Resistance proteins (SMR) 4
Multidrug and Toxic Compound Extrusion (MATE) 1
ATP-Binding Cassette (ABC) 2
Otros 1
Total 45

4.6.6 Factores de virulencia
En la siguiente tabla 18 se muestran los principales factores de virulencia encontrados

con el programa Abricate. En el Anexo V se muestran los datos detallados de las anotaciones.

Los principales genes corresponden a fimbrias adhesivas y sistemas de captacién de hierro.
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Tabla 18. Factores de virulencia detectados en la cepa E. coli 40.

PRODUCT

(wzt-Onovel32) ATP-binding protein Onovel32

(wzm-Onovel32) O-antigen ABC transporter permease Onovel32

(aslA) putative arylsulfatase [AslA (VF0238)] [E. coli 018:K1:H7 str. RS218]

(espL4) Type I11 secretion system effector EspL4 [LEE encoded T3SS (SS020)] [E. coli O157:H7 str. EDL933]

(espX4) Type Il secretion system effector EspX4 [LEE encoded T3SS (SS020)] [E. coli O157:H7 str. EDL933]

(espX5) Type Il secretion system effector EspX5 [LEE encoded T3SS (SS020)] [E. coli O157:H7 str. EDL933]

(fimB) Type 1 fimbriae Regulatory protein fimB [Type 1 fimbriae (VF0221)] [E. coli CFT073]

(fimE) Type 1 fimbriae Regulatory protein fimE [Type 1 fimbriae (VF0221)] [E. coli CFT073]

(fimA) Type-1 fimbrial protein A chain precursor [Type 1 fimbriae (VF0221)] [E. coli CFT073]

(fiml) Fimbrin-like protein fiml precursor [Type 1 fimbriae (VF0221)] [E. coli CFT073]

(fimC) Chaperone protein fimC precursor [Type 1 fimbriae (VF0221)] [E. coli CFT073]

(fimD) Outer membrane usher protein fimD precursor [Type 1 fimbriae (VF0221)] [E. coli CFT073]

(fimF) FimF protein precursor [Type 1 fimbriae (VF0221)] [E. coli CFT073]

(fimG) FimG protein precursor [Type 1 fimbriae (VF0221)] [E. coli CFT073]

(fimH) FimH protein precursor [Type 1 fimbriae (VF0221)] [E. coli CFT073]

(iutA) ferric aerobactin receptor precusor IutA [Aerobactin (VF0229)] [E. coli CFT073]

(iucD) L-lysine 6-monooxygenase lucD [Aerobactin (VF0229)] [E. coli CFT073]

(iucC) aerobactin siderophore biosynthesis protein lucC [Aerobactin (VF0229)] [E. coli CFT073]

(iucB) aerobactin siderophore biosynthesis protein lucB [Aerobactin (VF0229)] [E. coli CFT073]

(iucA) aerobactin siderophore biosynthesis protein lucD [Aerobactin (VF0229)] [E. coli CFT073]

(yagV/ecpE) E. coli common pilus chaperone EcpE [ECP (VF0404)] [E. coli O157:H7 str. EDL933]

(yagW/ecpD) polymerized tip adhesin of ECP fibers [ECP (VF0404)] [E. coli O157:H7 str. EDL933]

(yagX/ecpC) E. coli common pilus usher EcpC [ECP (VF0404)] [E. coli O157:H7 str. EDL933]

(yagY/ecpB) E. coli common pilus chaperone EcpB [ECP (VF0404)] [E. coli O157:H7 str. EDL933]

(yagZ/ecpA) E. coli common pilus structural subunit EcpA [ECP (VF0404)] [E. coli O157:H7 str. EDL933]

(ykgK/ecpR) regulator protein EcpR [ECP (VF0404)] [E. coli O157:H7 str. EDL933]

(iroB) glucosyltransferase IroB [Salmochelin (IA013)] [E. coli CFT073]

(iroC) ATP binding cassette transporter [Salmochelin (IA013)] [E. coli CFT073]

(iroD) esterase [Salmochelin (1A013)] [E. coli CFT073]

(iroE) esterase [Salmochelin (1A013)] [E. coli CFT073]

(iroN) salmochelin receptor IroN [IroN (VF0230)] [E. coli CFT073]

(gspl) general secretion pathway protein | [T2SS (VF0333)] [Shigella dysenteriae Sd197]

(gspJ) general secretion pathway protein J [T2SS (VF0333)] [Shigella dysenteriae Sd197]

(gspK) general secretion pathway protein K [T2SS (VF0333)] [Shigella dysenteriae Sd197]

(espY1) Type Il secretion system effector EspY1 [LEE encoded T3SS (SS020)] [E. coli O157:H7 str. EDL933]

(entD) phosphopantetheinyl transferase component of enterobactin synthase multienzyme complex [Enterobactin
(VF0228)] [E. coli CFT073]

(fepA) ferrienterobactin outer membrane transporter [Enterobactin (VF0228)] [E. coli CFT073]

(fes) enterobactin/ferric enterobactin esterase [enterobactin (IA019)] [E. coli CFT073]
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PRODUCT

(entF) enterobactin synthase multienzyme complex component ATP-dependent [Enterobactin (VF0228)] [E. coli
CFT073]

(fepC) ferrienterobactin ABC transporter ATPase [Enterobactin (VF0228)] [E. coli CFT073]

(fepG) iron-enterobactin ABC transporter permease [Enterobactin (VF0228)] [E. coli CFT073]

(fepD) ferrienterobactin ABC transporter permease [Enterobactin (VF0228)] [E. coli CFT073]

(entS) enterobactin exporter iron-regulated [enterobactin (1A019)] [E. coli CFT073]

(fepB) ferrienterobactin ABC transporter periplasmic binding protein [Enterobactin (VF0228)] [E. coli CFT073]

(entC) isochorismate synthase 1 [Enterobactin (VF0228)] [E. coli CFT073]
(entE) 23-dihydroxybenzoate-AMP ligase component of enterobactin synthase multienzyme complex [Enterobactin
(VF0228)] [E. coli CFT073]

(entB) isochorismatase [Enterobactin (VF0228)] [E. coli CFT073]
(entA) 23-dihydro-23-dihydroxybenzoate dehydrogenase [Enterobactin (VF0228)] [E. coli CFT073]

(ompA) outer membrane protein A [OmpA (VF0236)] [E. coli 018:K1:H7 str. RS218]

(csgG) curli production assembly/transport protein CsgG [Agf (VF0103)] [S. enterica subsp. enterica serovar
Typhimurium str. LT2]

(csgF) curli production assembly/transport protein CsgF [Agf (VF0103)] [S. enterica subsp. enterica serovar
Typhimurium str. LT2]

(csgD) DNA-binding transcriptional regulator CsgD [curli fibers/thin aggregative fimbriae (AGF) (A1094)] [S. enterica
subsp. enterica serovar Typhimurium str. LT2]

(csgB) minor curlin subunit precursor curli nucleator protein CsgB [Agf (VF0103)] [S. enterica subsp. enterica serovar
Typhimurium str. LT2]

(espR1) Type Il secretion system effector espR1 [LEE encoded T3SS (§S020)] [E. coli 0157:H7 str. EDL933]
(espL1) Type 1l secretion system effector espL1 [LEE encoded T3SS (SS020)] [E. coli 0157:H7 str. EDL933]
(espR4) Type Il secretion system effector espR4 [LEE encoded T3SS (SS020)] [E. coli O157:H7 str. EDL933]
(gspM) general secretion pathway protein M [T2SS (VF0333)] [Shigella dysenteriae Sd197]

(gspL) general secretion pathway protein L [T2SS (VF0333)] [Shigella dysenteriae Sd197]

(fdeC) Intimin-like adhesin FdeC

(iss) Increased serum survival lipoprotein Iss

(ariR) Regulates expression of genes involved in acid-resistance and biofilm formation.

(asr) Required for growth and/or survival at acidic conditions (pH 4.5). Needed for the adaptation process at pH 4.5 that
enables cells to survive at extremely low pH (pH 2.0).

4.6.6 Resultados del analisis realizado con el programa ResFinder

Los resultados globales obtenidos con ResFinder se muestran en el Anexo VI. Los
resultados de prediccion resumidos (tabla 19) indican una resistencia fenotipica de la cepa E.
coli 40 a antimicrobianos pertenecientes a siete clases diferentes, asi como a los

desinfectantes formaldehido y perdxido de hidrogeno.

91



Tabla 19. Prediccioén del fenotipo de resistencia de la cepa E. coli 40 con ResFinder.

- . Predicted .
Antimicrobial Class Match* Genetic background
phenotype
gentamicin, tobramycin aminoglycoside No resistance™
Streptomycin aminoglycoside Resistant 3 aadAl (aadAl JQ414041)
amikacin, isepamicin, dibekacin, kanamycin,
neomycin, lividomycin, paromomycin, ribostamycin,
butiromycin, butirosin, hygromycin, netilmicin, 0
apramycin, sisomicin, arbekacin, kasugamycin,
astromicin, fortimicin, unknown aminoglycoside aminoglycoside No resistance
Spectinomycin aminocyclitol Resistant 3 aadAl (aadAl JQ414041)
fluoroquinolone Quinolone No resistance 0
Ciprofloxacin Quinolone Resistant 3 gnrB19 (qnrB19 EU432277)
nalidixic acid, unknown quinolone Quinolone No resistance 0
Amoxicillin beta-lactam Resistant 3 blaTEM-1C (blaTEM-1C_FJ560503)
amoxicillin+clavulanic acid beta-lactam No resistance 0
Ampicillin beta-lactam Resistant 3 blaTEM-1C (blaTEM-1C_FJ560503)
ampicillin + clavulanic acid, cefepime, cefixime,
cefotaxime, cefoxitin, ceftazidime, ertapenem, 0
imipenem, meropenem beta-lactam No resistance
Piperacillin beta-lactam Resistant 3 blaTEM-1C (blaTEM-1C_FJ560503)
piperacillin+tazobactam, unknown beta-lactam, 0
aztreonam, cefotaxime + clavulanic acid, temocillin beta-lactam No resistance
Ticarcillin beta-lactam Resistant 3 blaTEM-1C (blaTEM-1C_FJ560503)
ceftazidime + avibactam, penicillin, ceftriaxone, 0
ticarcillin + clavulanic acid beta-lactam No resistance
Cephalothin beta-lactam Resistant 3 blaTEM-1C (blaTEM-1C_FJ560503)
piperacillin+clavulanic acid beta-lactam No resistance 0
Ceftiofur under_development No resistance 0
folate pathway 1
sulfamethoxazole, trimethoprim antagonist Resistant sul3 (sul3_AJ459418)
folate pathway 2 dfrAl (dfrAl_AF203818), dfrAl
Trimethoprim antagonist Resistant (dfrAl_AJ238350), dfrAl (dfrAl_X00926)
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Predicted

Antimicrobial Class Match* Genetic background
phenotype
Fosfomycin fosfomycin No resistance 0
vancomycin, teicoplanin glycopeptide No resistance 0
lincomycin, clindamycin lincosamide No resistance 0
dalfopristin, pristinamycin iia, virginiamycin m, 0
quinupristin+dalfopristin streptogramin a No resistance
Tiamulin pleuromutilin No resistance 0
carbomyecin, erythromycin, azithromycin, 0
oleandomycin, spiramycin, tylosin, telithromycin Macrolide No resistance
Tetracycline tetracycline Resistant 2 tet(A) (tet(A)_AJ517790)
Doxycycline tetracycline Resistant 2 tet(A) (tet(A) _AJ517790)
minocycline, tigecycline tetracycline No resistance 0
quinupristin, pristinamycin ia, virginiamycin s streptogramin b No resistance 0
Linezolid oxazolidinone No resistance 0
chloramphenicol amphenicol Resistant 1 floR (floR_AF118107)
Florfenicol amphenicol Resistant 1 floR (floR_AF118107)
Colistin Polymyxin No resistance 0
fusidic acid steroid antibacterial No resistance 0
Mupirocin pseudomonic acid No resistance 0
Rifampicin rifamycin No resistance 0
metronidazole nitroimidazole No resistance 0
formaldehyde aldehyde Resistant 1 formA (formA_X73835)
benzylkonium chloride, ethidium bromide, quaternary
chlorhexidine, cetylpyridinium chloride ammonium compound No resistance 0
hydrogen peroxide peroxide Resistant 2 sitABCD (sitABCD_AY598030)
temperature heat No resistance 0

*The 'Match' column stores one of the integers 0, 1, 2, 3.

#  0: No match found

#  1: Match < 100% ID AND match length < ref length
#  2: Match = 100% ID AND match length < ref length
#  3: Match = 100% ID AND match length = ref length
# If several hits causing the same resistance are found,

# the highest number will be stored in the 'Match' column.

**|t only means that nothing in the used database indicate resistance, but resistance could exist.
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4.6.5 Otros genes

El listado completo de la anotacion del genoma de la cepa E. coli 40 se muestra en el
Anexo VII. Las proteinas hipotéticas se muestran en el Anexo VIII. Los genes agrupados por
categorias segun la base de datos de genes ortélogos COG (Clusters of Orthologous Genes)
se muestran en la Fig. y3. La mayoria no tienen funcion conocida. En segundo lugar se
encuentran los genes relacionados con la transcripcion. Destaca el elevado nimero de genes

relacionados con el transporte y metabolismo del hierro.

Figura 26. Agrupacion de los genes encontrados en el genoma de la cepa E. coli 40 por
categorias COG. Es posible que un mismo gen pertenezca a mas de una categoria, por lo que

la suma total es superior al namero real de genes encontrados.

Defense mechanisms mm 47
Intracellular trafficking, secretion, and vesicular... m— 189
Signal transduction mechanisms = 129
Function unknown I 355
Secondary metabolites biosynthesis, transport and... mm 67
Inorganic ion transport and metabolism T —— 360
Posttranslational modification, protein turnover,... = 128
Cell motility mm 125
Cell wall/membrane/envelope biogenesis m——— 238
Replication, recombination and repair T 250
Transcription EE——— 332
Translation, ribosomal structure and biogenesis I 8 242
Lipid transport and metabolism mm=m 110
Coenzyme transport and metabolism m—m 142

Categorias COG

Carbohydrate transport and metabolism m— ———— 206
Nucleotide transport and metabolism m— 230
Amino acid transport and metabolism 299

Cell cycle control, cell division, chromosome... = 62
Energy production and conversion m—— 303
RNA processing and modification 2

0 500 1000

N2 genes
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V. DISCUSION



La deteccion de perfiles de resistencia a antibidticos aislados de muestras de
alimentos contribuye a su monitoreo y a la vigilancia de la RAM. El presente proyecto reporta
que Eschericha coli presenta resistencia a la tetraciclina en un 50.6%, piperaciclina en 19%,
trimetropin-sulfa 49%, ceftriazona 31.6% Yy otra cefaloporinas entre el 2 y 5% e imipenem
del 5.1% datos que coinciden con el trabajo realizado por Ruiz- Roldan en carnes para la
tetraciclina y el trimetropima sulfametoxazol, asi mismo reportan E. coli fenotipo BLEE en
un 59.5% (Ruiz et al., 20158) superior al dato del presente proyecto que fué de 31%. Otra
investigacion realizada con muestra fecal de bovino y porcino en una regién que tiene manejo
agrpecuario similar y en el que evaluaron a E, coli 0157, se determiné resistencia en el
89.4% a la tetraciclina y 21% a trimetoprim sulfametoxazol de las cepas (Piedrahita et al.,
2001), el comportamiento de los hallazgos es similar al presente estudio, considerando que
las caracteristicas de manejo de la produccion en las dos regiones que son de Colombia es

similar por lo que los perfiles de las cepas circulates podrian coincidir.

El estudio ha reportado en el 68% de las cepas de E coli patrones de resistencia a
varios antibioticos (entre 2 y 8) resistencia a tres antibioticos es del 15.2%, sequida del de
dos 11,4%, en otro estudio de carnicos realizado por Diaz en la provincia de Coérdoba
(Argentina) se registraron 5 categorias de patrones de resistencia (simple, doble, triple,
cuadruple, y quintuple o mayor — 3.8%), los patrones simple y doble fueron los mas
frecuentes entre las cepas de E. coli resistentes aisladas en todos los establecimientos (Diaz,
2011), no hay conincidencia pero los datos de registro de reporte de patron quintuple o
mayor se registra de igual manera en nuestro estudio que reportd hasta resistencia a 8

antibidticos de diferentes grupos en 5%.

La carne es una matriz potencial de microorganismos en el presente trabajo los
géneros aislados como Escherichia, Shiguella, Salmonella, Yersinia y Enterobacter fueron
reportados asi mismo por Ruiz y colaboradores. Esta similitud supone que en los mercados
en los cuales se hicieron los muestreos tiene caracteristicas similares, el trabajo de Ruiz
menciona mercados tradicionales que podrian semejar a las plazas de abasto de nuestra

region. La identificacion de determinantes de Escherichia coli Stx1 y Stx2 en el presente

96



proyecto reporto el 15.6% Yy el 40.3% respectivamente, a diferencia del estudio de Cardozo
& Martinez que muestrearon carne bovina y porcina reportando en el 4.3% en las muestras
analizadas (Cardoza et al., 2012), a pesar de que consideran que el dato es bajo es importante
por que muestra la evidencia de circulacién de E. coli con estos determinantes indicando un

riesgo latente.

El estudio de las cepas de E. coli mediante protocolos de PCR para cada gen logré
identificar en las muestras la presencia de CtxM, TEM , tetA, tetB, aac, SHV, ampC en la
busqueda de estudios similares se encontrd, el estudio de un genoma de E coli en EEUU
asilada de carne de porcino, pollo y pavo que tiene estos determinantes (Tadesse, et al.,
2018), el estudio de muestras de carne de cerdo, pollo y vacuno en Singapur con deteccion
de blaCTX-M, genes blaTEM y genes blaSHV, (Guo et al., 20201). Estudios que se enfocan
en los carnicos y aportan con evidencia cientifica mejores herramientas para el amenjo de

los aliemntos y su relacion con los mircoroganismos y la problematica de la RAM.
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VI. CONCLUSIONES



El andlisis microbioldgico y molecular de los alimentos carnicos de las plazas de
abasto de la region de Tunja, permitié establecer la circulacion de bacterias indicadoras de
las condiciones de higiene e inocuidad alimentaria, toda vez que su caracterizacion evidencio
generos Yy especies que no correponden a la carne o sus derivados, y estan relacionadas con
las practicas de manipulacion de la carne y productos derivados. Es importante esta
identificacion en un contexto en donde el consumo de los carnicos es permanente, en donde
el riesgo del manejo de los animales para produccion de carne y derivados tiene variables
respecto al sacrificio, al uso en algunos casos de instalaciones no apropiadas y a la carencia

en la educacion para el manejo de los alimentos.

La exploracion filogenética de las bacterias aisladas de las matrices de carnes y
derivados, muestran estrecha relacion ancestral, asi como los cambios evolutivos no han sido
significativos para distanciar entre los generos y especies estudiadas, sin embargo este
entorno microbiano que supone una relacién estrecha y que esta bajo la presion de las
sutancias antimicrobianas es propicio para la transferencia de genes para el caso del estudio
de resistencia y virulencia es permanente, lo que conduce al cambio en los microbiomas

producto de acciones inducidas por el hombre.

En el entorno de expendio de la carne y sus productos derivados (independiente del
origen vacuno, porcino, bovino, caprino, ovino o aviar) esta el riesgo latente de la resistencia
antimicrobiana ya sea a los antibidticos o a otras sustancias que tengan propiedades biocidas.
Es posible que se este generando practicas inapropiadas en la produccién y manejo de los
animales, asi como en el uso de sustancias para control de infecciones o en procesos de
limpieza e higienizacion para conservacion de los alimentos, esto hace que en el ambiente se
mantenga una presion constante y selectiva sobre las bacterias como las aisladas en el
proyecto y a las cuales se les caracterizd determinantes genéticos de resistencia y virulencia,
asi como se observo en las pruebas de susceptibilida resistencia antibiética o intermedia y y
tolerancia a sustancias biocidas de uso frecuente, lo que origina un riesgo alto para la salud

humana por el consumo de alimentos que vehiculizan estas bacterias.
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La cadena productiva de carnicos y derivados tiene varias interfaces desde el manejo
de los animales en granja hasta la comercializacién en pequefia o gran escala sea local o
global, lo que supone que la seguridad e inocuidad de los carnicos debe ser garantizada, toda
vez que puede tener impacto en otros entornos productivos, en el mismo productor y en la
comunidad que se sustenta con la produccion de los derivados, por lo cual la seguridad
alimentaria aplicada en todo momento mitiga riesgos, mejora procesos y favorece la

inocuidad de los alimentos y por lo tanto la calidad de vida de las poblaciones.
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