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DETECCION DE GENES DE RESISTENCIA A LA ERITROMICINA EN
MUESTRAS DE LECHE Y QUESO DE CABRA DURANTE SU MADURACION

RESUMEN

Los antibiéticos son medicamentos utilizados para prevenir y tratar las
infecciones bacterianas pero su uso indebido en hombre y animales esta
provocando un aumento en la aparicion de resistencias microbianas frente a
ellos, complicando asi su tratamiento y causando un incremento de la mortalidad.
La evolucion de las bacterias hacia la resistencia a los antibiéticos, e incluso a la
multirresistencia, es inevitable porque los genes que la codifican ya existen en la
naturaleza. El fendmeno de la resistencia puede surgir por mutaciones de genes,
pero también puede adquirirse por transmision horizontal a partir de informacion
genética exdgena. Ambos mecanismos no son mutuamente exclusivos y pueden
asociarse produciéndose una diseminacién mas eficiente de la resistencia. Lo
unico que podemos hacer es retrasar la diseminacion de las bacterias resistentes
o de los genes de resistencia.

El objetivo de este trabajo ha sido optimizar las condiciones de la deteccién
de genes de resistencia a la eritromicina, antibiético utilizado en el tratamiento
de animales y en la elaboraciéon de quesos, y valorar la relacion de la presencia
de genes de resistencia con el tiempo de maduracién de los quesos.

Para la realizacion de este trabajo se han utilizado diferentes muestras de
leche, obtenidas de cabras Murciano-Granadinas criadas en la granja de la
Universidad Politécnica de Valencia y los quesos elaborados a partir de ellas.

Los resultados permiten valorar positivamente el tiempo de maduracion de
los quesos elaborados, observandose una disminucién en la deteccion de genes
de resistencia a la eritromicina intracelulares a medida que aumenta el tiempo
de maduracién, aunque no llegan a desaparecer y, por consiguiente, podrian
llegar al consumidor con el producto final.

Palabras clave: genes de resistencia, eritromicina, leche, queso, maduracion.

DETECCIO DE GENS DE RESISTENCIA A L'ERITROMICINA EN MOSTRES
DE LLET | FORMATGE DE CABRA DURANT LA SEUA MADURACIO

RESUM

Els antibiotics son medicaments utilitzats per a previndre i tractar les
infeccions bacterianes pero el seu us indegut en home i animals esta provocant
un augment en l'aparicidé de resisténcies microbianes enfront d'ells, complicant
aixi el seu tractament i causant un increment de la mortalitat. L'evolucié dels
bacteris cap a la resisténcia als antibiotics, i inclus a la multirresistencia, és
inevitable perqué els gens que la codifiquen ja existixen en la naturalesa. El
fenomen de la resisténcia pot sorgir per mutacions de gens, perd també pot
adquirir-se per transmissié horitzontal a partir d'informacié genética exdgena.
Ambdds mecanismes no son mutuament exclusius i poden associar-se produint-
se una disseminacié més eficient de la resisténcia. L'Unica cosa que podem fer
és retardar la disseminacié dels bacteris resistents o dels gens de resisténcia.

L'objectiu d'este treball ha sigut optimitzar les condicions de la deteccié de
gens de resisténcia a l'eritromicina, antibiotic utilitzat en el tractament d'animals



i en I'elaboracié de formatges, i valorar la relacié de la preséncia de gens de
resisténcia amb el temps de maduracié dels formatges.

Per a la realitzacié d'este treball s'han utilitzat diferents mostres de llet,
obtingudes de cabres Murciano-Granadinas criades en la granja de la Universitat
Politécnica de Valéncia i els formatges elaborats a partir d'elles.

Els resultats permeten valorar positivament el temps de maduracié dels
formatges elaborats, observant-se una disminucidé en la deteccié de gens de
resisténcia a l'eritromicina intracel.lulars a mesura que augmenta el temps de
maduracid, encara que no arriben a desaparéixer i, per conseguent, podrien
arribar al consumidor amb el producte final.

Paraules clau: gens de resisténcia, eritromicina, llet, formatge, maduracié.

DETECTION OF GENE RESISTANCE TO ERYTHROMYCIN IN SAMPLES OF
MILK AND GOAT CHEESE DURING ITS MATURATION

ABSTRACT

Antibiotics are drugs used to treat and treat bacterial infections but their
misuse in humans and pets is causing an increase in the appearance of microbial
resistance to them, thus complicating the treatment and causing an increase in
mortality. The evolution of bacteria towards resistance to antibiotics, and even
multidrug resistance, is inevitable because the genes that code for it already exist
in nature. The phenomenon of resistance can arise from gene mutations but can
also be acquired by horizontal transmission from exogenous genetic information.
Both mechanisms are not mutually exclusive and can be associated producing a
more efficient dissemination of resistance. All we can do is delay the spread of
resistant bacteria or resistance genes.

The objective of this work has been to optimize the conditions of the detection
of resistance genes to erythromycin, an antibiotic used in the treatment of animals
and in the elaboration of cheeses, and to evaluate the relationship of the
presence of resistance genes with the time of ripening of the cheeses.

To carry out this work, different samples of milk have been used, obtained
from Murciano-Granadina goats raised on the farm of the Polytechnic University
of Valencia and the cheeses made from them.

The results allow a positive evaluation of the maturation time of the processed
cheeses, with a decrease in the detection of intracels genes of resistance to
erythromycin as the maturation time increases, although they do not disappear
and, therefore, could reach the consumer with the final product.

Key words: resistance genes, erythromycin, milk, cheese, maturation.



I. INTRODUCCION

Los antibidticos son medicamentos utilizados para prevenir y tratar las
infecciones bacterianas pero su uso indebido en el ser humano y animales esta
provocando un aumento en la aparicion de resistencias microbianas frente a
ellos, complicando asi su tratamiento y causando un incremento de la mortalidad.
La evolucion de las bacterias hacia la resistencia a los antibiéticos, e incluso a la
multirresistencia, es inevitable porque los genes que la codifican ya existen en
la naturaleza. El fendmeno de la resistencia puede surgir por mutaciones de
genes estructurales o reguladores, pero también puede adquirirse por
transmision horizontal a partir de informacion genética exdgena. Ambos
mecanismos no son mutuamente exclusivos y pueden asociarse produciéndose
una diseminacion mas eficiente de la resistencia. Lo unico que podemos
hacer es retrasar la diseminacién de las bacterias resistentes o de los genes
de resistencia (Gomez-Lus & Rubio, 2009; OMS, 2018).

Desde el principio de la era antibidtica se han descrito los fendbmenos de
resistencia y actualmente se han identificado las cepas resistentes, tal es el caso
de la aparicion de Staphylococcus aureus resistente a la penicilina por su
capacidad de degradar a este antibidtico, posteriormente resurge esta misma
cepa presentando resistencia a otro antibidtico conocido como meticilina. Se
pensaba que el descubrimiento o el disefio de nuevos antibidticos podria resolver
el problema, es entonces cuando aparecen medicamentos tales como los
macrolidos, glicopéptidos, aminoglucésidos entre otros, con los cuales se
observa una respuesta favorable contra las enfermedades infecciosas. Sin
embargo, también aparecen nuevos mecanismos de resistencia dificiles de
controlar y entonces surgen las bacterias que sobreviven a la presencia de mas
de un antibidtico, conocidas como multirresistentes (Pérez-Cano & Robles-
Contreras, 2013).

La resistencia bacteriana tanto natural como adquirida se puede abordar
desde el punto de vista molecular y bioquimico de tal forma que se pueden
clasificar en tres mecanismos basicos, por medio de los cuales las cepas
bacterianas pueden adquirir resistencia a los antibiéticos de acuerdo al
mecanismo expresado y el mecanismo de accién del antibidtico. Los
mecanismos de resistencia son: inactivacion del antibiético, alteracion del sitio
blanco del antibidtico y alteracion de barreras de permeabilidad. Cabe resaltar
que los tres mecanismos pueden darse simultaneamente (Pérez-Cano & Robles-
Contreras, 2013).

En veterinaria, las sustancias antimicrobianas se emplean con fines
terapéuticos para tratar infecciones y como profilacticos para prevenirlas. En
ambos casos, los antibiéticos deben ser suministrados bajo el control de un
profesional veterinario y de acuerdo con la normativa vigente que controla y
reduce de manera exhaustiva el empleo de los antibidéticos como promotores del
crecimiento en Europa (European Comission, 2018; Moreno et al., 2000;
Reglamento 1831/2003/CE sobre aditivos para uso en la alimentacién animal).

Para controlar la presencia de los residuos veterinarios en los alimentos y
proteger a la salud publica, se establecen los Limites Maximos de Residuos
(LMR) definidos en el Reglamento 470/2009/CE como “la concentracion maxima
de residuo de una sustancia farmacolégicamente activa (expresado en ug/kg o



g/kg sobre la base del peso en fresco) que puede permitirse en los alimentos de
origen animal’.

El peligro de la resistencia a antibidticos no sélo se debe enfocar hacia la
busqueda de bacterias resistentes a antibibticos, sino también hacia la deteccion
de los genes que codifican dichas resistencias, ya que éstos pueden ser
transferidos de unos microorganismos a otros por transferencia horizontal
mediante los mecanismos de Transformacién, Conjugacién o Transfeccion
(Bertomeu, 2017).

Esta transferencia horizontal de los genes de resistencia esta
mediatizada por plasmidos, transposones, integrones (o intrones) o
casetes génicos. La resistencia bacteriana a los antibiéticos en los bacilos
gramnegativos suele estar mediada por plasmidos R, y los genes vehiculados,
por transposones, integrones y empaquetados en casetes génicas. En los cocos
grampositivos, son fundamentales los transposones conjugativos
cromosomicos, caracterizados por compartir rasgos con plasmidos R,
bacteridéfagos y transposones clasicos. Todos estos elementos desempefian un
papel central en la evolucion, proporcionan mecanismos para generar diversidad
y, con los sistemas de transferencia de DNA, para su diseminacién a otras
bacterias (Cortecero & Benitez, 2011; Gémez-Lus & Rubio, 2009).

Los alimentos pueden actuar como vector para la transferencia de bacterias
resistentes y genes de resistencia a antibiéticos a los seres humanos ya que
pueden contaminarse con bacterias resistentes y/o genes de resistencia en los
alimentos seleccionados por el uso de antibidticos durante la produccion
agropecuaria, por la presencia de genes de resistencia en las bacterias que se
afiaden intencionadamente durante el procesamiento de alimentos (cultivos
iniciadores, probidticos, otros) o por contaminacion en la manipulacién durante
la elaboracién de alimentos (Lépez, 2016).

Uno de estos antibidticos es la eritromicina, perteneciente al grupo de los
macrolidos, antimicrobianos descubiertos en 1952 a partir de los productos
metabdlicos derivados de Streptomyces erytherus. En cuanto a su espectro de
accion, la eritromicina presenta buena actividad sobre Staphylococcus aureus,
Streptococcus spp., Corynebacterium spp., Listeria monocytogenes, Bordetella
pertussis, Actinomyces spp., Mycoplasma pneumoniae, Chlamydia spp. y
Ricketsias (Munoz,1998).

Actualmente los macrdlidos se utilizan en aves de postura principalmente
para el tratamiento de enfermedades respiratorias, actuando sobre bacterias del
género Mycoplasma y bacterias Gram positivas (Muioz, 2011). En el caso de
las ovejas y las cabras, la eritromicina es utilizada principalmente para el
tratamiento de patologias mamarias (Marcos-Sainero, 2009).

En cuanto a su mecanismo de accioén, inhiben la sintesis proteica a nivel del
ribosoma bacteriano; uniéndose a la subunidad 23s del RNAr mediante la
formacién de puentes de hidrogeno entre diferentes radicales hidroxilos del
macrolido y determinadas bases del RNAr. Esto provoca un bloqueo en las
reacciones de transpeptidacion y traslocaciéon. Es importante destacar que los
ribosomas bacterianos difieren estructuralmente de sus homélogos eucariotas,
por lo que los antimicrobianos que actuan sobre este organulo, lo hacen de
manera selectiva, atacando solo a las células bacterianas.



Las metilasas que actuan sobre la subunidad 23s del RNAr son codificadas
por genes erm (erytromycin ribosome methylase, ermA, ermB ermC, entre otros)
los cuales confieren resistencia cruzada con macrélidos, lincosamidas y
estreptogaminas. El gen ermB es el detectado con mayor frecuencia y
generalmente se encuentra asociado a plasmidos conjugativos o a
transposones, junto a otros determinantes genéticos de resistencia. Existen
ademas los genes ermA y ermC que, al igual que ermB, actuan metilando la
subunidad 23s del RNAr pero se detectan con menor frecuencia (Mufioz, 2011).

Entre los cocos grampositivos como Streptococcus, Enterococcus y
Staphylococcus, la transferencia de genes de resistencia a macrélidos esta
mediada por transposones cromosomicos, como el Tn15452. Ademas, muchos
de los determinantes genéticos de resistencia que ahora se encuentran en
plasmidos pueden tener su origen en el cromosoma de otras especies (Gémez
& Rubio, 2009).

Ya que es posible la presencia de genes de resistencia a la eritromicina en
muestras de leche de cabras, y pueden aparecer en cepas de estafilococos,
microorganismos presentes en alimentos con una elevada manipulaciéon como
los quesos artesanales, el objetivo de este trabajo ha sido comprobar si la
maduracion de los quesos elaborados con esta leche puede ser un modo de
evitar esa transferencia horizontal de los genes de resistencia a otros
microorganismos y al consumidor.

Il. MATERIALES Y METODOS
1. Disefio Experimental

Se ha estudiado la presencia de genes de resistencia a la eritromicina en tres
muestras de leche cruda (L1, L2, L3) de cabras Murciano-Granadinas del rebafio
experimental de la Universidad Politécnica de Valencia (UPV), y en los quesos
de Tronchoén elaborados a partir de las tres muestras (Q1, Q2, Q3), a diferentes
tiempos de maduracion (to, tso, teo).

La leche se recogid, tras el ordefio mecanico, el mismo dia de la elaboracién
del queso y se conservo refrigerada a4 °C hasta su uso. A partir de cada muestra
de leche se elaboré un lote de quesos sin antibiético (control: L1, L2, L3) y otro
lote con la leche suplementada con eritromicina (L1e, L2e, L3e), a una
concentracion equivalente al LMR establecido por la Unién Europea (40 ug/kg).
Los quesos de tipo Tronchén se maduraron durante 60 dias, realizando la toma
de muestras para las determinaciones analiticas a diferentes tiempos (0, 30 y 60
dias). La fabricacion de los quesos y las determinaciones microbiolégicas y
bioquimicas se realizaron en un trabajo anterior (Esteve, 2017).

Debido a la presencia de estafilococos en todas las muestras (datos
obtenidos en un trabajo anterior) se seleccion6 el caldo de enriquecimiento
Giolitti-Cantoni para la obtencion del DNA de las muestras: con 1 mL de las
muestras de leche y 1 mL del caldo de preenriquecimiento en Agua de Peptona
Tamponada a partir de las muestras de queso. Se analizaron un total de 24
muestras para este estudio (Tabla 1). Todas las muestras se analizaron por
duplicado.



Tabla 1. Muestras de Leche y Quesos estudiadas

Leche Queso
L1 Q1to Q1tso Q1teo
Sin eritromicina L2 Q2to Q2t30 Q2teo
L3 Q3to Q3tso Q3tso
L1e Q1eto Q1etso Q1etso
Con adicioén de eritromicina L2e Q2eto Q2etso Q2etso
L3e Q3eto Q3etso Q3etso

e: con adicion de eritromicina; L: leche; Q: queso; t: tiempo de maduracion del queso

2. Obtencion del DNA de las muestras

La obtencién del DNA de las muestras se realizé utilizando un Kit de
extraccion de DNA intracelular y por centrifugacién para la obtencion de DNA
extracelular.

Extraccion con el Kit GenElute

La extraccién de DNA de las muestras de leche y queso a partir del medio de
enriquecimiento se realizé mediante el kit GenElute (Sigma-Aldrich-Merck),
siguiéndose las instrucciones del fabricante para microorganismos Gram
positivos con la adicion de lisozima para la lisis celular.

Las muestras de enriquecimiento (1 mL Caldo Giolitti-Cantoni) se
centrifugaron a 16160 g durante 2 minutos. Después se desestimé el
sobrenadante y se afiadio al sedimento 200 uL de lisozima (Sigma-Adrich) y las
muestras se incubaron a 37 °C durante 30 minutos. Durante el tiempo de
incubacion se preparé la columna, afiadiendo 500 pL de reactivo especifico para
humedecer el filtro y se centrifugé a 12000 g durante 1 minuto. Tras el tiempo de
lisis se afadié 20 uL RNAsa (90 mg lisozima en 1 mL de Reactivo Gram + de
Sigma-Aldrich), 20 uL Proteinasa K (10 ug de Proteina K/0,5 uL Agua miliQ
estéril) y 200 puL del reactivo de Lisis C (Sigma-Aldrich-Merck). Se incubaron las
muestras a 55 °C durante 10 minutos. Posteriormente, se anadié 200 uL de
Etanol absoluto, se homogenizaron y centrifugaron las muestras a 6500 g
durante 1 minuto. Se lavaron las muestras con 500 uL Solucién de lavado 1
(Sigma-Aldrich-Merck) y 500 uL Concentrado de Solucién de lavado (Sigma-
Aldrich-Merck). Finalmente, se afadié6 200 uL del reactivo Eluyente (Sigma-
Aldrich-Merck), se centrifugaron a 6500 g durante 1 minuto y se conservaron las
muestras a -20 °C para evitar que se degradaran, hasta su utilizacion.

Extraccién por centrifugacion

Se centrifugaron las muestras de leche y queso (1 mL del caldo Giolitti-
Cantoni) a 13000 g durante 8 minutos. Se elimind el sobrenadante y el sedimento
se resuspendioé en 500 pL de TE (Solucion Tampén). Con este tratamiento se
concentré el DNA extracelular de las muestras.

Los extractos, tanto por el Kit como por centrifugaciéon, se sometieron a
electroforesis en un gel de agarosa al 1,2 % con tampon TAE 1x (Tris-base,
Acido acético y EDTA) y Red Safe al 5 % (para la tincion de acidos nucleicos).
Se cargaron en el gel 5 pL de cada extracto con 1 uL de tampdn de carga (DNA



Gel Loading, Ref. R0611, Thermo Scientific). Se utiliz6 el equipo de
electroforesis Apelex PS 304 Minipac electroforesis, a un voltaje de 80 V durante
dos horas y las bandas se visualizaron mediante un transiluminador Vilber
Lourmat con luz UV.

3. Reaccion en cadena de la Polimerasa

La técnica de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) se basa en la
copia de un fragmento de DNA mediante la accién del encima Taq polimerasa a
partir de un cebador, y una posterior amplificacién o aumento del niumero de
copias para permitir su deteccion tras electroforesis en gel de agarosa y
visualizacion de las bandas obtenidas por tincion especifica del DNA.

Para la realizacion de este trabajo se realizé una revision bibliografica sobre
las condiciones desarrolladas por otros autores para detectar genes de
resistencia a la eritromicina en diferentes matrices de alimentos, y se decidi6
partir de las condiciones descritas por Chen et al. en 2007.

En la deteccion de los genes de resistencia a la eritromicina erm en leche y
queso, se utilizaron los cebadores siguientes: ermA, ermB y ermC, que
amplifican un fragmento de 332, 364 y 642 pb de DNA cromosémico
respectivamente, como se puede observar en la Tabla 2.

Tabla 2. Secuencias de los cebadores erm, amplicones y temperatura de
alineamiento especificas

Tamano del Temperatura de

Cebador Secuencia del cebador (5'-3") amplicén (pb) alineamiento (°C)

ermA-106f GAA ATY GGR TCA GGA AAA GG

332 55
ermA-437r AAY AGY AAA CCY AAAGCT C
ermB-91f GAT ACC GTT TAC GAA ATT GG 364 58
ermB-454r GAATCG AGACTT GAG TGT GC
ermC-43f TCA AAA CAT AAT ATA GAT AAA

642 50

ermC-684r GCT AAT ATT GTT TAA ATC GTC AAT

Chen et al. (2007)
Seleccion de temperatura de alineamiento para PCR multiple

A partir de las condiciones descritas por Chen et al. (2007), se decidio realizar
un gradiente de temperatura para saber cual era la temperatura idonea de
alineamiento para los tres cebadores presentes: ermA, ermB y ermC. Se utiliz
una muestra en la que previamente se pudo amplificar el fragmento de 364 pb
del gen de resistencia a la eritromicina amplificado por los cebadores ermB (L3e)
y se realiz6 una amplificacion con las siguientes condiciones: una fase de
desnaturalizacion inicial de 94 °C durante 4 min, seguida de 30 ciclos con una
desnaturalizacion a 94 °C durante 30 s, un alineamiento con los cebadores a un
gradiente de temperaturas: 50 °C, 51,7 °C, 55,4 °C, 56,7 °C y 57,9 °C durante 30
s, y una extension a 72 °C durante 45 s y finalmente una extension final a 72 °C
durante 7 min. El termociclador utilizado en este trabajo fue el Mastercycler® ep
de Eppendorf.

PCR multiple

En este trabajo se desarrollé6 una PCR multiple para amplificar los tres genes
de resistencia a la eritromicina en la misma reaccion.



Para la reaccion de amplificacion multiple del DNA se prepararon tubos
eppendorf de 0,2 mL con un volumen final de 29 uL (0,25 uL Taq polimerasa, 2,5
pL tampédn, 1,25 uL MgClz, 0,2 uL dNTPs, 0,25 uL ermA-f, 0,25 uL ermA-r, 0,25
uL ermB-f, 0,25 pL ermB-r, 0,25 yL ermC-f, 0,25 pL ermC-r y 22,3 pL de agua
miliQ), se anadié 1 yL de extracto de DNA de cada muestra. En cada reaccion
de amplificacion se incluy6é un control positivo con DNA que procedia de una
muestra con un fragmento de ermB amplificado en reacciones previas (L3e), y
un control negativo sin DNA, con 1 uL de agua miliQ.

Las condiciones de la amplificacion fueron: una primera fase de
desnaturalizacion inicial de 94 °C durante 4 min, seguida de 30 ciclos con una
desnaturalizacion a 94 °C durante 30 s, un alineamiento con los cebadores a 54
°C durante 30 s, y una extensién a 72 °C durante 45 s y finalmente una extensién
final a 72 °C durante 7 min.

Finalmente, los productos de PCR se sometieron a electroforesis en un gel
de agarosa al 2 % con tampon TAE 1x (Tris-base, Acido acético y EDTA) y Red
Safe al 5 % (para la tincién de acidos nucleicos). Se cargaron en el gel 5 uL de
cada amplificado con 1 uL de tampdn de carga (DNA Gel Loading, Ref. R0611,
Thermo Scientific). Se utilizé el equipo de electroforesis Apelex PS 304 Minipac
electroforesis, a un voltaje de 80 V durante dos horas y las bandas se
visualizaron mediante un transiluminador Vilber Lourmat con luz UV.

4. Analisis Estadistico

El analisis estadistico de los datos cualitativos obtenidos se llevé a cabo
mediante el programa IBM SPSS Statistics (software estadistico, Espafa). Se
realizaron tablas de contingencia o tablas cruzadas (bidimensionales). Una
tabulacion cruzada mostré la frecuencia conjunta de los valores de datos con
base las variables categoéricas, en este caso hemos tenido en cuenta diversas
variables como “adicién de eritromicina”, “% de amplificaciéon del fragmento

de ermB”, “tiempo de maduracién de los quesos”, “método de extraccion”,
‘muestra de leche” y “muestra de queso”.

Los datos de frecuencia conjunta se analizaron con el estadistico de Chi-
cuadrado para evaluar si las variables estaban asociadas o eran independientes.
El estadistico de contraste observado sigue aproximadamente una Chi-cuadrado
con (k—1) x (m — 1) grados de libertad.

b (nij_eu')z 2
ZZ e = X(k-1). (m-1)

i=1 =1 i

Para un nivel de significacion o = 0.05, representa un Intervalo de confianza
del 95 %, asi se puede contrastar la diferencia significativa entre las dos
distribuciones empiricas o la independencia de las distribuciones empiricas.

Ill. RESULTADOS Y DISCUSION
1. Extraccién de DNA

Se realizd la extraccion de 1 mL del medio de Giolitti-Cantoni de las 24
muestras: 3 de leche control y con eritromicina, y los 3 quesos elaborados a los
diferentes tiempos de maduracién, con las dos metodologias detalladas en
Materiales y Métodos, el kit GenElute para la extraccion del DNA intracelular
(Figura 1) y por centrifugacion para concentrar el DNA extracelular (Figura 2).



Se visualizo el producto de la extraccion tras electroforesis en geles de agarosa
de todas las muestras, observandose una banda de DNA de diferentes
intensidades.

Figura 1. Gel de extraccion de DNA con el kit GenElute: 1. Q1tso; 2. Q1etso; 3.
L2; 4. L2e; 5. Q2ts0; 6. Q2etso; 7. Q3e; 8. Q3ts0; 9. Q3eteo; 10. Control negativo

Figura 2. Gel de extraccion de DNA por centrifugacién: 1. L2; 2. L1; 3. L3; 4. L3
(caldo verde brillante); 5. L3 (caldo Tetrationato); 6. L3 (caldo Rappaport
Vassiliadis); 7. E. coli 1; 8. E. coli 3; 9. St. aureus 1; 10. St. aureus 2

2. Deteccidn de genes de resistencia a la Eritromicina por PCR
Seleccion de la Temperatura de alineamiento para PCR multiple

El resultado de la amplificacion de la muestra L3 a diferentes temperaturas
(gradiente de temperaturas) se visualizé tras electroforesis en gel de agarosa,
pero no se observd gran diferencia de intensidad de las bandas ermB (Figura
3), por lo que se decidié utilizar la temperatura intermedia de 54 °C para
favorecer también la amplificacion de los fragmentos de 332 pb y 642 pb
respectivamente por los cebadores de los genes ermA'y ermC.

Figura 3. Gradiente de temperatura de alineamiento del cebador. La muestra
utilizada es L3. 1. Marcador 100 pb; 2. 50 °C; 3. 51,7 °C; 4. 55,4 °C; 5. 56,7 °C;
6. 57,9 °C; 7. Control negativo; 8. Marcador 100 pb.



PCR multiple

Se amplificé el DNA de los genes de resistencia a la eritromicina en las
muestras de leche y queso, extraido por Kit GenElute y por centrifugacion. Los
resultados se visualizaron en geles de agarosa tras electroforesis y se observo
bajo luz UV (Figura 4 y Figura 5).

8 9 10 11 12

Figura 4. Resultados de deteccidén de genes de resistencia a ermB. Extraccion
por el Kit. 1. Marcador 100 pb; 2. L2; 3. L3; 4. L3e; 5. Q3; 6. Q2; 7. Q2¢; 8. E. coli
2; 9. St. Aureus 1; 10. St. aureus 2; 11. Control negativo; 12. Marcador 100 pb

364 pb =y

Figura 5. Resultados de deteccion de genes de resistencia a la eritromicina
(PCR). Extraccion por centrifugacién. 1. Marcador 100 pb; 2. Control positivo
L3e; 3. L1; 4. Q1; 5. Q1t30; 6. Q1ts0; 7. L1e; 8. Qle; 9. Qletso; 10. Qletso; 11.
Control negativo; 12. Marcador 100 pb.

En nuestros resultados de amplificacion por PCR multiple no obtuvimos en
ningun caso presencia de las bandas de los genes de resistencia a la eritromicina
ermA 'y ermC con los cebadores especificos. Solo se detectd el fragmento de
364 pb correspondiente al gen de resistencia ermB en el 62,5 % de las muestras
(30/48). Estos resultados se presentan en la Tabla 3.
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Tabla 3. Deteccidn de genes de resistencia a la eritromicina (ermB) extracelular
(Centrifugacion) e intracelular (Kit GenElute)

Centrifugacion

L1 - L1e + ermB
Q1to - Q1e to + ermB
Q1 tao ++ ermB Q1e tao + ermB
Q1 teo + ermB Q1e teo ++ ermB
L2C - L2e C -

Q2 to ++ ermB Q2e to -

Q2 t3o - Q2e tao -

Q2 teo + ermB Q2e teo + ermB
L3 - L3e GC + ermB
Q3 to + ermB Q3e to + ermB
Q3 t30 - Q3e tao -

Q3 6 teo - Qe3 teo -

Kit GenElute

L1 - L1e ++ ermB
Q1to - Q1e to ++ ermB
Q1 tao + ermB Q1e tao + ermB
Q1 teo - Q1e teo -

L2¢c ++ ermB L2e C ++ ermB
Q2% C + ermB Q2e to ++ ermB
Q2 tao ++ ermB Q2e tao ++ ermB
Q2 te0 + ermB Q2e teo ++ ermB
L3 ++ ermB L3e ++ ermB
Q3 to + ermB Q3e to + ermB
Q3 tso + ermB Q3e tao + ermB
Q3 teo - Q3e teo -

C: Caldo Verde Brillante; e: adicion de eritromicina; ++: banda del fragmento de ermB muy
intensa; +: banda del fragmento de ermB de intensidad media; -: sin banda ermB

En otros trabajos similares, también detectaron unicamente el gen de
resistencia a la eritromicina ermB en el 55,5 % de las muestras de agua de
depuradoras, 86 % de muestras de queso, 48,6 % y 18,89 % de muestras de la
microbiota intestinal de gallinas (Bertomeu 2017; Hummel et al., 2007; Mufoz,
2011 y Ripoll, 2017).

Ramos et al. (2014) demostraron que los transposones tienen gran impacto
en la difusién de resistencia a macrdélidos (ermB) y contribuyen a la diseminacién
de marcadores de resistencia a otros antibidticos. Estos autores también
detectaron genes de resistencia a la eritromicina ermB en el 98 % de las
muestras clinicas estudiadas.

A diferencia de nuestros resultados, otros trabajos no detectaron el gen de
ermB, y si detectaron ermA y ermC en muestras clinicas (Lina et al., 1999 y
Merino-Diaz et al. 2007).
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3. Analisis estadistico de los resultados
Muestras de Leche de cabra

Las variables contempladas en este estudio para la leche fueron las
siguientes: “adicidn de eritromicina”, “% de amplificacién del fragmento de ermB”,
“‘método de extraccion” y “muestra de leche”. Los resultados se muestran en las
Tablas 4y 5.

Se detecté mas veces el fragmento de ermB en las muestras extraidas con
el Kit GenElute (50 % L1+ 100 % L2 + 100 % L3 = 83,3 %) que por centrifugacion
(50 % L1 + 0 % L2 + 50 % L3 = 33,3 %). Sin tener en cuenta el método de
extraccion, la leche L3 es en la que mas veces se detecto el fragmento de ermB.

Se observaron bandas mas intensas de ermB en las muestras de leche con
adiciéon de eritromicina (Le, Tabla 5) que en la leche control (L, Tabla 5).

Tabla 4. Relacion entre las variables: “% de amplificacion del fragmento de
ermB” y “método de extraccion” segun cada muestra de leche

Deteccién Extraccion con Kit GenElute Extraccion por centrifugacion
+- L1k L2k L3k L1c L2c L3c
ermB + 50 % 100 % 100 % 50 % 0% 50 %
ermB - 50 % 0 % 0 % 50 % 100 % 50 %

+/-; presencia/ausencia; Lk: extraccion del DNA por el kit GenElute en muestras de leche; Lc:
extraccion del DNA por centrifugacion en muestras de leche

Tabla 5. Relacién entre las variables: “adicion de eritromicina” y “% de
amplificacion del fragmento de ermB”; “‘método de extraccién” y “% de

amplificacion del fragmento de ermB”; “muestra de leche” y “% de amplificacion
del fragmento de ermB”

Amplificacion del fragmento +/- Eritromicina Método extraccion  Muestra de leche

(intensidad de la banda

Y L Le Kit ctf L1 L2 L3
ermB ++ 333% 50% 833% 0% 25% 50% 50%
ermB + 0% 333% 0%  333% 25% 0% 25%
ermB - 66,7% 167% 167% 66,7% 50% 50% 25%

++: muy intensa la banda del fragmento de gen amplificado de ermB; +: intensa la banda del
fragmento de gen amplificado de ermB; -: negativo el fragmento de gen de ermB; L: leche sin
eritromicina; Le: adicion de eritromicina en la leche; kit: extraccion por el kit GenElute; Ctf:
extraccion por centrifugacion

El tratamiento estadistico de estos resultados demostré que la variable
‘método de extraccion” y “% de amplificacion del fragmento de ermB” son
dependientes entre si, con un a < 0,05 (Tabla 6), el resto de las relaciones entre
variables fueron independientes.
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Tabla 6. Asociacién entre las variables: “% de amplificacion del fragmento de
ermB” y “el método de extraccién del DNA” en la leche de cabra

Chi-cuadrado Pearson Valor gl Sig. asintética (bilateral)

METODO x ermB+ 8,800 2 0,012

(*) Estadisticamente significativo (a<0,05- IC 95 %). Las variables no son independientes.

Muestras de Queso de cabra

Las variables contempladas en este estudio para el queso fueron las

siguientes: “adicion de eritromicina”, “tiempo de maduracién de los quesos”, “%

de amplificacion del fragmento de ermB”, “método de extraccion” y “muestra de
queso”. Los resultados se muestran en las Tablas 7-9.

En la Tabla 7 podemos observar que se detecté mas veces el fragmento de
ermB en las muestras extraidas con el Kit GenElute (50 % Q1 + 100 % Q2 + 66,7
% Q3 = 72,2 %) que por centrifugacion (83,3 % Q1 + 50 % Q2 + 33,3 % Q3 =
55,6 %). Ademas, estas bandas fueron mas intensas en las muestras de los
quesos extraidas con el Kit GenElute (Kit, Tabla 8) que por centrifugacion (Ctf,
Tabla 8).

Sin tener en cuenta el método de extraccion, el queso Q2 es en el que mas
veces se detecto el fragmento de ermB (Tabla 8), asi como en los quesos frescos
(to) en general (Tabla 9). También se observaron bandas mas intensas de ermB
en las muestras de queso con adicién de eritromicina (Qe, Tabla 9) que en el
queso control (Q, Tabla 9).

Tabla 7. Relacion entre las variables: “% de amplificacion del fragmento de
ermB” y “método de extraccion” segun cada muestra de queso

Deteccién Extraccion con Kit GenElute Extraccion por centrifugacion

+- Q1k Q2k Q3k Q1lc Q2c Q3c
ermB + 50 % 100 % 66,7 % 83,3 % 50 % 33,3 %
ermB - 50 % 0 % 33,3 % 16,7 % 50 % 66,7 %

+/-: presencia/ausencia; Qk: extraccion del DNA por el kit GenElute en muestras de queso; Qc:
extraccion del DNA por centrifugacion en muestras de queso

Tabla 8. Relacion entre las variables: “% de amplificacion del fragmento de
ermB” y “método de extraccion”; “% de amplificacion del fragmento de ermB” y
“‘muestra de queso”

Método de extraccion Muestra de Queso
Kit Ctf Q1 Q2 Q3
ermB ++ 27,8 % 16,7 % 25 % 41,7 % 0 %
ermB + 44,4 % 38,9 % 41,7 % 33,3 % 50 %
ermB - 27,8 % 44,4 % 33,3 % 25% 50 %

++: muy intensa la banda del fragmento de gen amplificado de ermB; +: intensa la banda del
fragmento de gen amplificado de ermB; -: negativo el fragmento de gen de ermB; kit: extraccion
por el kit GenElute y Ctf: extraccion por centrifugacion
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Tabla 9. Relacién entre las variables: “adicion de eritromicina” y “% de

amplificacion del fragmento de ermB”; “tiempo de maduracion de los quesos” y
“% de amplificacion del fragmento de ermB”

Amplificacién del fragmento  +/- Eritromicina Maduracion
(intensidad de la banda) Q Qe to tso teo
ermB ++ 167%  27.8%  25% 25% 16,7 %
ermB + 444%  389%  50%  41,7%  333%
ermB - 38,9 % 33,3 % 25 % 33,3 % 50 %

++: muy intensa la banda del fragmento de gen amplificado de ermB; +: intensa la banda del
fragmento de gen amplificado de ermB; -: negativo el fragmento de gen de ermB; Q: queso sin
eritromicina; Qe: adicion de eritromicina en el queso; t: tiempo de maduracién de los quesos

El tratamiento estadistico de estos resultados demostré que la variable
‘método de extraccién” y “tiempo de maduracion de los quesos” son
dependientes entre si, con un a < 0,05 (Tabla 10), el resto de las relaciones entre
variables fueron independientes.

Tabla 10. Asociacion entre las variables: “% de amplificacién del fragmento de
ermB” y “ tiempo de maduracién en el queso de cabra”

Chi-cuadrado Pearson Valor gl Sig. asintética (bilateral)

MADURACION * KIT 7,200 2 0,027

(*) Estadisticamente significativo (a<0,05- IC 95 %). Las variables no son independientes.

Con la maduracién, ambos métodos de extraccion han resultado ser
complementarios: a medida que aumenta el tiempo de maduracioén se observa
un aumento de deteccidn del fragmento por centrifugacion del DNA extracelular,
de modo inverso se observa una disminucion de la deteccion del gen ermB en
los extractos por el Kit de extraccion del DNA intracelular. Esto puede ser debido
a la pérdida de viabilidad celular a medida que avanza el tiempo de maduracion,
como se observa en la Figura 6.

+ ermB-MADURACION
525
47,5
425 CENTRIFUGACION
£375
m
£325
275
+
225
17,5

12,5 KIT
0 10 20 30 40 50 60
TIEMPO DE MADURACION (dias)

Figura 6. Relacién entre las variables: “% de amplificacion del fragmento de
ermB” y el “tiempo de maduracioén del queso de cabra”
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El Servicio Nacional de Sanidad y Calidad Agroalimentaria desarroll6 el
Programa Nacional de Vigilancia de la Resistencia Antimicrobiana para el control
en los animales destinados al consumo humano. En la actualidad establece los
niveles de resistencia en bacterias procedentes de animales para consumo
humano.

De esta manera, buscaran determinar y monitorear la prevalencia de
resistencia a diferentes antimicrobianos en bacterias zoondticas, es decir,
aquellas capaces de enfermar a humanos. Esto dara lugar a evaluar medidas
que puedan retrasar la emergencia y diseminacion de bacterias resistentes y
minimizar su riesgo en la salud publica y animal (Esperbent & Migliorati, 2017).

IV. CONCLUSIONES

En nuestros resultados de amplificacion por PCR multiple no obtuvimos en
ningun caso presencia de las bandas de los genes de resistencia a la eritromicina
ermA 'y ermC con los cebadores especificos. Solo se detectd el fragmento de
364 pb correspondiente al gen de resistencia ermB en el 62,5 % de las muestras
(30/48).

La leche L3 y el queso Q2 han sido las muestras en las que mas veces se
detecto el fragmento de ermB, asi como en los quesos frescos (to), en general.

Se observaron bandas mas intensas de ermB en las muestras de leche y
quesos con adicion de eritromicina que en la leche o queso control. Se deberia
cuantificar la cantidad del fragmento detectado para confirmar que la adicion de
eritromicina a las muestras, aumenta la cantidad de genes de resistencia.

Se detecté mas veces ermB en las muestras extraidas con el Kit GenElute
(83,3 % enleche y 72,2 % en queso) que por centrifugacion (33,3 % en leche y
55,6 % en queso). El tratamiento estadistico de estos resultados demostré que
el “% de amplificacion del fragmento de ermB” en las muestras de leche es
significativamente mayor por el Kit de extraccion que por centrifugacion.

Por ultimo, nuestros resultados han demostrado que la variable “tiempo de
maduracién de los quesos” y “método de extraccidn” son dependientes entre si.
Con la maduracion, ambos métodos de extraccidon han resultado ser
complementarios: a medida que aumenta el tiempo de maduracion se observa
un aumento de deteccidn del fragmento por centrifugacion del DNA extracelular,
mientras que se observa una disminucion de la deteccion del gen ermB por
extraccion del DNA intracelular con el Kit, a medida que aumenta el tiempo de
maduracion. Esto puede ser debido a la pérdida de viabilidad celular, con una
mayor concentracion de DNA extracelular, a medida que avanza el tiempo de
maduracion.
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