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Resumen

Hoy en dia, los consumidores estan cada vez mas preocupados por la calidad y la
seguridad de los alimentos que llegan a la mesa. Las alertas alimentarias causadas por
enfermedades como la encefalopatia espongiforme bovina o la presencia de residuos
quimicos en los alimentos, como por ejemplo agentes antimicrobianos u hormonas entre
otras muchas sustancias, ponen de manifiesto la necesidad de desarrollar técnicas analiticas
rapidas y especificas que, como la PCR, permitan detectar y cuantificar una gran variedad
de contaminantes habitualmente presentes en los alimentos.

La agricultura ecologica ofrece una alternativa a priori mas saludable que la
convencional. Esto se debe a que los alimentos ecoldgicos se obtienen cumpliendo
rigurosamente una serie de normas, entre las que cabe destacar la alta restriccion en el uso
de sustancias quimicas de sintesis, como los antimicrobianos.

A lo largo de las ultimas décadas se ha hecho un uso abusivo de los agentes
antimicrobianos tanto en medicina humana como veterinaria y esto ha llevado a un
aumento considerable de bacterias resistentes a estos agentes. Las bacterias, portadoras de
los genes de resistencia, contaminan de forma natural el medio ambiente y, por lo tanto, es
facil que lleguen al consumidor a través de la cadena alimentaria. En el caso de que las
bacterias resistentes sean patdgenas estas se vuelven mas peligrosas ya que pueden reducir
o incluso anular las opciones terapéuticas lo que, en casos extremos, puede desencadenar
incluso la muerte del paciente. Pero en los alimentos también puede haber bacterias
resistentes que, no carentes de importancia, son inocuas para el consumidor y pueden
transmitir la resistencia a las bacterias comensales del organismo.

Pese a las consecuencias que la resistencia bacteriana pueda tener en la salud, no
existen limites en la legislacion vigente ni protocolos oficiales para detectar, controlar o

cuantificar microorganismos resistentes a agentes antimicrobianos. Sin embargo, ya hay
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Resumen

numerosos estudios que demandan una mayor investigacion para el desarrollo de
herramientas de control, no solo de patdgenos, sino también de poblaciones bacterianas
resistentes a estos farmacos debido al problema de salud publica que supone su
propagacion.

Esta tesis doctoral pretende contribuir a esa demanda presentando un nuevo método
de analisis por PCR en tiempo real capaz de detectar y cuantificar, de forma directa en
alimentos, dos de los genes de resistencia a tetraciclina mas frecuentes en bacterias gram
negativas, fet(A) y tet(B).

El trabajo se ha centrado en cuantificar por PCR las bacterias que porten estos
genes dentro de dos tipos de poblacion, aerobios mesofilos y enterobacterias, y en
compararlos con los recuentos obtenidos por métodos microbioldgicos. Las matrices
alimentarias escogidas para la aplicacion de este método fueron diferentes tipos de carne y
preparados alimenticios infantiles, principalmente de origen animal. En ambos casos se
analizaron productos tanto convencionales como ecoldgicos a fin de compararlos y
verificar si, tal y como cabe esperar, los alimentos procedentes de la agricultura ecoldgica
contienen menos cantidad de residuos de tetraciclinas que sus homoélogos convencionales
y, por lo tanto, si también estan menos contaminados con bacterias resistentes a

tetraciclina.
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Introducciéon

3.1 Tetraciclinas

3.1.1 Origen y clasificacion

Las tetraciclinas de primera generacion son principalmente un grupo de
antibacterianos naturales. Las primeras tetraciclinas, clortetraciclina y oxitetraciclina, se
descubrieron a finales de los afios cuarenta y se obtuvieron a partir de los Streptomyces
aureofaciens y rimosus respectivamente. Mas tarde se identificaron otras tetraciclinas
obtenidas tanto de forma natural como la tetraciclina, producida por S. aureofaciens, S.
rimosus y S. viridofaciens (Figura 1), o de forma semisintética, como la metaciclina. Estos
antibioticos se han utilizado con mucha frecuencia debido a su bajo coste y alta
disponibilidad y, actualmente, muchas bacterias presentan resistencia a estos farmacos
(Chopra y Roberts, 2001).

A la segunda generacion de tetraciclinas pertenecen la doxiciclina y la
minociclina. Este grupo esté constituido fundamentalmente por antimicrobianos de origen
semisintético que, ademas, se absorben mejor y son mas lipofilicas que las anteriores.
También existen muchas cepas bacterianas resistentes frente a este grupo (Pastor, 2011).

Ya en la década de los noventa se descubrieron las glicilciclinas, cuyo maximo
representante es la tigeciclina, y actualmente se engloban dentro de las tetraciclinas de
tercera generacion. Estas tltimas son derivados semisintéticos de las minociclinas y son
efectivas frente a bacterias que son resistentes a otras tetraciclinas (Parida y col., 2010). De
hecho, la tigeciclina ha sido categorizada como de “importancia critica” por la
Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) en 2007 por su actividad frente a S. aureus

multirresistentes y bacterias gram negativas en medicina humana. Ademas, dentro de esta
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ultima generacion de tetraciclinas se encuentran también las aminometilciclinas, que estan
en vias de experimentacion.
La Tabla 1 muestra una clasificacion actualizada de las tetraciclinas atendiendo a su

orden de descubrimiento.

Tabla 1. Principales componentes del grupo de las tetraciclinas

Generacion Nombre genérico

Primera Clortetraciclina Producidas por 2 diferentes especies de Streptomyces.

(1948-1963) Descubiertas a finales de la década de 1940
Oxitetraciclina Obtenidas a patir de Streptomyces en la década de 1950
Tetraciclina Derivados semisintéticos caracterizados por su
Demeclociclina hidrosolubilidad

Rolitetraciclina
Limeciclina

Metaciclina

Segunda (1965— Doxiciclina Derivados semisintéticos de las primeras

1972) Minociclina

Tercera (1993-) Glicilciclinas Derivado semisintético de minociclina

(tigeciclina)

Aminometilciclinas En desarrollo experimental

Fuente: Vicente, D., Pérez-Trallero, E. (2010)

3.1.2 Caracteristicas generales

Las tetraciclinas pertenecen a un grupo de antibidticos con una estructura quimica
tetraciclica basica y actividad biologica comun, formadas por la fusién de cuatro anillos
bencénicos con diversos sustituyentes, que dan lugar a los diferentes compuestos de esta

familia de antimicrobianos. Son sustancias cristalinas, ligeramente amarillas, sin olor y
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ligeramente amargas con propiedades quelantes y capaces de formar complejos insolubles

con sales de hierro, calcio, magnesio o aluminio.

HO CHs

N
3

«ull I

OH O OH O O

Figura 1: Tetraciclina

3.1.3 Mecanismo de accion

Las tetraciclinas son antimicrobianos de amplio espectro activos frente a un amplio
rango de microoganismos gram positivos y gram negativos y microorganismos atipicos
como clamidias, micoplasmas, rickettsias y parasitos protozoos. Su actividad es
fundamentalmente bacteriostatica, aunque a altas dosis pueden mostrar una actividad
bactericida. Las caracteristicas favorables de estos agentes y la ausencia de efectos
adversos importantes han hecho que su uso se haya extendido ampliamente en la terapia de
infecciones tanto de humanos como de animales (Chopra y Roberts, 2001).

Las tetraciclinas atraviesan la pared bacteriana por difusion pasiva y llegan al
citoplasma gracias a un mecanismo dependiente de energia existente en la membrana
citoplasmatica (Tsankov y col., 2003). Su actividad antibacteriana se basa en la inhibicioén
reversible de la sintesis de proteinas. Esto es debido a que se fijan a la subunidad

ribosémica 30S bloqueando la fijacion del aminoacil del 4acido ribonucleico de
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transferencia (ARNt) al sitio aceptor (A) del complejo acido ribonucleico mensajero
(ARNm) — ribosoma y, bloqueando a su vez la adicion de nuevos aminoacidos a la cadena

peptidica en crecimiento (Pérez-Trallero, 2003; Michalova y col., 2004) (Figura 2).

Proteina nueva

Aminoicidos

Subunidad 508

Figura 2. Inhibicién de la sintesis de proteinas por la accién de tetraciclinas.

3.1.4 Indicaciones clinicas

Debido al desarrollo de resistencias y a la existencia de farmacos alternativos, se
han reducido las indicaciones clinicas de las tetraciclinas. No obstante, siguen siendo
eficaces frente a un gran niimero de enfermedades como la brucelosis o el colera. Ademas,
son muy activas frente a Rickettsia spp., Coxiella burnetii, Mycoplasma spp. y Chlamydia
spp. También se usan solas o asociadas a otros antimicrobianos para el tratamiento de una

gran variedad de enfermedades de transmision sexual y son Utiles en el tratamiento de la
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enfermedad de Lyme, leptospirosis, acné o en el tratamiento de la gastritis y la ulcera

péptica asociadas a Helicobacter pylori, entre otras enfermedades (Pérez-Trallero, 2003).

3.1.5 Efectos adversos y contraindicaciones

Las tetraciclinas son generalmente bien toleradas y actualmente tienen
relativamente pocos efectos secundarios. Los mas destacados son la intolerancia
gastrointestinal (nduseas, vomitos, diarreas) y la fotosensibilidad.

No deben administrarse, excepto doxiciclina y minociclina, a pacientes con
insuficiencia renal previa y, debido a su afinidad por el tejido 6seo y dental, tampoco se
recomienda su administracion a embarazadas y nifios menores de 13 afios. Pueden producir
decoloracion de los dientes y otras alteraciones como displasia de encias, hipoplasia dental

o deformidades Oseas.

3.1.6 Uso de tetraciclinas en medicina veterinaria

Los sistemas actuales de explotacion intensiva de los animales de produccion
favorecen la aparicién de procesos infecciosos y parasitarios que requieren tratamientos
con agentes antimicrobianos con fines terapéuticos y/o profilacticos. En Espafia todos los
medicamentos veterinarios que contienen antimicrobianos son dispensados exclusivamente
por prescripcion veterinaria.

Las tetraciclinas se han convertido en antibidticos de uso habitual en clinica
veterinaria (Pérez-Trallero, 2003) a pesar de su prohibicion como promotores del

crecimiento desde el 1 de enero de 2006 (Reglamento (CE) 1831/2003). En Francia, la
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practica totalidad de las tetraciclinas que se venden estan destinadas a ser utilizadas en
medicina veterinaria (Moulin y col., 2008).

Estos farmacos se pueden administrar a numerosas especies animales: ganado
vacuno, porcino, ovino, caprino, equino, aves de corral, conejos, peces y en algunos
animales de compafiia (Michalova y col., 2004). En animales, su uso esta indicado para el
tratamiento de infecciones grastrointestinales, repiratorias, de la piel, del tracto génito-
urinario y/o enfermedades infecciosas sistémicas, entre otras (Prescott y col., 2000). Al
igual que en medicina humana no se deben administrar en hembras gestantes y animales
jovenes ya que, ademds de la decoloraciéon en los dientes, también se pueden dar
problemas en el desarrollo 6seo.

El mal uso o el uso abusivo de este grupo de antimicrobianos ha llevado a la
aparicion de resistencias bacterianas, lo que ha limitado en buena medida su efectividad
(Chopra y Roberts, 2001). También hay estudios recientes que afirman que la seleccion de
microorganismos resistentes en el medio ambiente puede suceder con y sin la presion
selectiva de los antimicrobianos, lo que ayuda a entender que muchos genes de resistencia
estén tan ampliamente distribuidos y preservados en nuestro entorno (Koike y col., 2007).

Por otra parte, cuando se administran antibioticos en medicina veterinaria, las cepas
resistentes son seleccionadas tanto dentro de las bacterias que provocan la enfermedad
como dentro de la poblacion intestinal habitual del animal. Esto significa que al finalizar el
efecto antimicrobiano, las cepas resistentes comienzan a ser reemplazadas por las cepas
sensibles autoctonas o por las aportadas por el alimento y el ambiente. Sin embargo, la
resistencia adquirida puede persistir mas alla del periodo de supresion de dicho antibidtico

(Griggs y col., 2005; Pedersen y col., 2003).
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Segun Kools y col. (2008) los agentes antimicrobianos son los mas utilizados en
medicina veterinaria y dentro de estos, las tetraciclinas son el grupo més usado. En esto
coinciden los datos ofrecidos por el ministerio de sanidad, politica social e igualdad y los
analizados por la Agencia Espafiola de Medicamentos y Productos Sanitarios (AEMPS), en
colaboracion con la Red Espafola de Monitorizacion de Resistencias Antimicrobianas
(VAV) del centro de vigilancia sanitaria veterinaria (VISAVET) de la Universidad
Complutense de Madrid (Figura 3). Ademads, también son los antimicrobianos mas

utilizados en otros paises de la Union Europea (UE) (Kools, 2008; Moulin y col., 2008;

EMA, 2010).
93.17
kM Tetraciclinas
179.62 344.36 i Sulfonamidas y
Trimetoprima
/ 1 B-lactamicos
'Lincosamidas
245.73

Figura 3. Datos de ventas de los antimicrobianos mas vendidos en Espaiia en el afio 2009
(expresados en toneladas)

3.2 Resistencia bacteriana a agentes antimicrobianos

El uso de los antibiodticos se extendid a partir de los afios 40 con la intencién de
acabar con aquellas enfermedades producidas por microorganismos. Sin embargo, el

resultado fue diferente al esperado desde el momento en que las bacterias empezaron a
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adaptarse, desarrollando asi diferentes mecanismos que les otorgaban resistencia frente a
estos farmacos (Daza Pérez, 1998).

La farmacorresistencia o resistencia a los antimicrobianos es “el fendmeno por
el cual un microorganismo deja de verse afectado por un antimicrobiano al que
anteriormente era sensible. Los microorganismos resistentes (entre ellos las bacterias, los
virus y algunos pardasitos) son inmunes a los efectos de los antimicrobianos, como los
antibidticos, los antiviricos o los antipaludicos, de modo que los tratamientos habituales se
vuelven ineficaces y las infecciones persisten y pueden transmitirse a otras personas. La
resistencia es una consecuencia del uso de los antimicrobianos, y en particular de su abuso,
y surge por mutacion del microorganismo o adquisicion de genes de resistencia” (OMS,
2012).

Existen dos tipos de resistencias mediadas por microorganismos:

- Algunas bacterias presentan una insensibilidad natural frente a determinados
antimicrobianos, debido a la carencia de un punto de accion sobre el cual el agente
ejerceria su accion. Esta es la conocida como resistencia intrinseca. Es una caracteristica
natural y heredada que se asocia con la mayoria de las cepas que constituyen un grupo, un
género o una especie de bacteria particular. Un ejemplo es la Klebsiella spp., que presenta
una resistencia intrinseca a la ampicilina.

- La resistencia adquirida se da como consecuencia de variaciones en la dotacion
genética habitual de los microorganismos. A diferencia de la anterior, esta puede ser un
rasgo asociado con algunas cepas de un mismo grupo o especie de microorganismos pero
no con otras. Los métodos de adquisicion son basicamente los mismos que permiten el
intercambio genético, por lo que la resistencia puede adquirirse de forma espontanea, por

mutacion del cromosoma bacteriano, o por adquisicion de genes de otros microorganismos,

10
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por medio de mecanismos de transferencia genética. Esto es debido a que los plasmidos

que transportan genes de resistencia se transmiten facilmente por conjugacion o por

transduccion, tanto por herencia vertical, a las bacterias descendientes, como por herencia

horizontal, entre organismos de la misma generacion (Forbes y col., 2009).

La gran mayoria de los mecanismos de resistencia pueden agruparse en tres

categorias:

La inactivacion enzimatica consiste en la inactivacion o destruccion de los
antimicrobianos por medio de las enzimas que tienen los
microorganismos.

Modificaciones en el punto de accion sobre el que actia el agente
antimicrobiano.

Alteraciones de la permeabilidad, lo que dificulta la penetracion o
acumulacion de los antimicrobianos en el interior de la célula bacteriana.
Dentro de este mecanismo se pueden incluir tres tipos:

o Alteraciones de las membranas bacterianas. Este mecanismo se da
frecuentemente en microorganismos gram negativos, donde la
membrana externa de la envoltura celular, rica en lipidos, es
impermeable a sustancias lipofilicas.

o Alteraciones en la entrada de antibioticos dependientes de energia.

o Aumento de la salida de antibioticos. La resistencia por eflujo es un
mecanismo inespecifico por el cual se exportan determinadas moléculas
desde el citoplasma hacia fuera de la membrana externa. Este
mecanismo se afecta a diferentes grupos de antimicrobianos como las

tetraciclinas, entre otros.
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Cabe destacar que las bacterias pueden tener varios tipos de mecanismos para
resistir a un solo agente, y que un solo mecanismo puede ejercer su efecto frente a varios

tipos de antimicrobianos (Vadillo, S., 2002).

3.2.1 Resistencia bacteriana a tetraciclinas y genes fet

El uso de tetraciclinas en clinica ha sido el responsable de la seleccion de
microorganismos resistentes a estos farmacos (Chopra y Roberts, 2001). Ya en 1953,
pocos afios mas tarde del descubrimiento de la primera tetraciclina, se aislo la primera
bacteria resistente a esta (Watanabe, 1963; Falkow, 1975). Desde entonces se han
identificado muchas cepas resistentes y es frecuente observar determinantes de resistencia
a tetraciclina en el material genético de la flora bacteriana autoctona de humanos,
animales, asi como de alimentos y diversas fuentes medioambientales (Michalova y col.,
2004).

La disminucién en la acumulacion intracelular de tetraciclinas por bombeo activo
asociado a la membrana (achique o eflujo) es un mecanismo que puede conferir
resistencia a tetraciclina de forma natural o adquirida a un numeroso grupo de bacterias
(Figura 4). Todos los genes tet de eflujo codifican proteinas Tet asociadas a membranas
que expulsan tetraciclinas de la célula. Estas proteinas de eflujo, de aproximadamente 46
kDa, estan localizadas en la membrana citoplasmatica y funcionan intercambiando
protones por complejos magnesio-tetraciclina monocatidnicos, disminuyendo la
concentracion intracelular del farmaco y protegiendo de esta manera los ribosomas.

Otro mecanismo frecuentemente involucrado en la resistencia adquirida se debe a

proteinas de proteccion ribosomal que permiten actuar al aminoacil-ARNt en presencia de
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concentraciones de antibidtico que normalmente inhibirian la sintesis de estas. Estos dos
son los mecanismos mas frecuentes en el caso de resistencia a tetraciclinas y, en la mayoria
de las bacterias, estdn basados en la adquisicion de uno o varios genes de resistencia
(Michalova y col., 2004), pero también existen otros mecanismos de resistencia como
pueden ser la inactivacion enzimatica del antibidtico, permeabilidad de la pared bacteriana
o sistemas transportadores de farmacos. La transmision horizontal de esta caracteristica se
ve favorecida por la ubicacion de los genes de resistencia que, en muchos casos, se asocia
a integrones o a elementos moviles como plasmidos y transposones. Los genes implicados

en la resistencia a tetraciclina son los tet y los otr. (Pérez-Trallero, 2003).

o0 0
Antibiético

Figura 4. Bombeo de antibidtico al exterior de la célula a través de una bomba de eflujo.

Existen treinta y ocho genes de resistencia a tetraciclina, veintitrés de los cuales
codifican para bombas de eflujo, mientras que para la proteccion ribosomal existen once
(Roberts, 2005). El resto de genes estan involucrados en otros mecanismos de resistencia.

La mayoria de las proteinas de eflujo confieren resistencia a tetraciclina pero no a
minociclina o glicilciclinas. De los genes fef existentes en gram negativos, el te#(B) es el

mas ubicuo y se ha identificado en veinte géneros diferentes de este tipo de
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microorganismos. Ademas es el tnico gen de eflujo que es efectivo frente a tetraciclina y
también frente a minociclina (Chopra y Roberts, 2001; Michalova y col., 2004).

Los genes ftet(A), tet(B), tet(C), tet(D), tet(E), tet(QG), tet(H), tet(l), tet(J), tet(Y),
tet(30) y tet(31) se encuentran exclusivamente en gram negativos y la mayoria de estos
géneros pertenecen al grupo de bacterias entéricas (Chopra y Roberts, 2001). En la
bibliografia cientifica, tef(A) y tet(B) se perfilan como los genes fet mas frecuentes en
bacterias gram negativas, especialmente en enterobacterias (Fan y col., 2007). Algunos
ejemplos de esto son los trabajos de investigacion llevados a cabo por numerosos autores
en cepas aisladas, generalmente Escherichia coli, a partir de diferentes animales
productores de alimentos (Sengelov y col., 2003; Bryan y col., 2004; Smith y col., 2007).
Sin embargo, estos estudios ofrecen una vision parcial de la realidad, ya que habitualmente
solo seleccionan una o varias especies bacterianas atendiendo a su origen (muestras
clinicas, estiércol, etc.), su patogenicidad (E. coli, Enterococcus faecalis, etc.) o su
capacidad de crecer en presencia de tetraciclina, en lugar de investigar la resistencia a
tetraciclina desde una perspectiva global. De hecho, esto ha sido demandado por diversos
autores, ya que las bacterias comensales actian como reservorio para los genes de
resistencia a tetraciclinas y a otros antibidticos en patégenos humanos. Por lo tanto, el
estudio de estos microorganismos también es muy importante para entender como se
mantiene y se dispersa la resistencia a antibioticos a través de las diferentes poblaciones
bacterianas (Bryan y col., 2004; Chopra y Roberts, 2001; Holzel y col., 2011).

Desde este punto de vista, este trabajo se ha centrado en investigar la presencia,
cantidad y distribucion de los genes tet(A) y tet(B) en poblaciones bacterianas de aerobios
mesofilos y enterobacterias encontradas en carnes de distintas especies animales, asi como

en preparados infantiles de origen animal y vegetal.
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3.2.2 Riesgos de resistencia a los antimicrobianos transmitida por los alimentos

Durante afios se ha investigado la aparicion y propagacion de bacterias resistentes
asociadas al uso de antimicrobianos. La Organizacion de las Naciones Unidas para la
Agricultura y la Alimentacion (FAO), la Organizacion Mundial de la Sanidad Animal
(OIE), y la OMS, han evaluado los problemas de salud publica derivados del uso de estas
sustancias en los animales productores de alimentos. El hecho de que se usen
practicamente los mismos antibacterianos en seres humanos que en animales y que haya
pocos antibioticos nuevos para sustituir a los que se han vuelto ineficaces debido a las
resistencias, ha creado la necesidad de tomar medidas para prevenir o contener la
resistencia a los antimicrobianos. Entre ellas estdn el uso prudente de los agentes
antimicrobianos, vigilar el uso de estos en animales de produccion, vigilar la aparicion de
resistencias o establecer nuevas normas como la prohibicion del uso de antimicrobianos
como promotores de crecimiento (INFOSAN, 2008).

La resistencia a los antimicrobianos es un motivo de preocupacién mundial a nivel
de salud publica. Cuando los microorganismos patdégenos se hacen resistentes se vuelven
mas peligrosos, ya que se reducen las opciones terapéuticas o fracasan directamente, lo que
puede desembocar en una mayor frecuencia y gravedad de las infecciones asi como en una
mayor hospitalizacion e incluso mortalidad. El uso de agentes antimicrobianos en animales
productores de alimentos o cultivos constituye un factor de riesgo importante para la salud
del consumidor.

Segun las directrices de la Comision del Codex Alimentarius (2011), en un perfil de
riesgo de resistencia a los antimicrobianos trasmitida por alimentos debe evaluarse toda la

informacion posible relativa a los microorganismos resistentes y sus genes de resistencia,
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los antimicrobianos frente a los que se expresa la resistencia, los productos alimentarios y
los efectos adversos sobre la salud publica. De este modo se pueden determinar las
estrategias apropiadas a fin de minimizar los riesgos que, en relacion con la resistencia a

antimicrobianos, puedan afectar a la salud publica.

3.3 Residuos de antimicrobianos en alimentos

El uso de antimicrobianos en animales productores de alimentos ayuda en el
tratamiento, prevencion y control de enfermedades infecciosas. Sin embargo, esta practica
conlleva ciertos riesgos relacionados con la salud publica. Esto es debido a que los
farmacos, una vez metabolizados por el organismo, pueden ser eliminados al medio
ambiente, principalmente por heces u orina, o también pueden acumularse en diferentes
tejidos del animal. En ocasiones, estos metabolitos todavia tienen actividad farmacoldgica
pudiendo producir efectos negativos para el consumidor como reacciones alérgicas,
intoxicaciones o el desarrollo de resistencias a estas sustancias, entre otros (Anthony y col.
2001). De hecho, existe una estrecha relacion entre el uso de antimicrobianos en animales
y la aparicion de bacterias resistentes a estos farmacos, tanto en los propios animales como
en los humanos que se alimentan de ellos. (Tollefson y Karp, 2004; Nunnery y col., 2006;
Collignon y col., 2009).

Los metabolitos excretados por los animales pueden contaminar suelos y aguas
directamente o en forma de estiércol que sirve como abono para los suelos agricolas, lo
que facilita que se incorporen en la cadena alimentaria (Diaz-Cruz y Barcelo, 2006;
Kemper, 2008; Dinh y col., 2011). Este hecho preocupa especialmente a los organismos

internacionales ya que tienen el objetivo garantizar a los consumidores la inocuidad de los
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alimentos. Asi, la Comision del Codex Alimentarius (2010) ha propuesto una mejora en la
gestion de residuos para limitar la difusion de microorganismos resistentes y determinantes
de resistencia controlando el uso apropiado de los desechos humanos y animales (aguas
residuales, estiércol, biosolidos, etc.) en los campos para la produccion de alimentos y
piensos.

El limite maximo de residuos (LMR) se define en el Reglamento (CE) n°
470/2009 como “la concentracion maxima de residuo de wuna sustancia
farmacologicamente activa (expresada en mg/kg o pg/kg sobre la base del peso en fresco)
que puede permitirse en los alimentos de origen animal”. Este Reglamento establece que
residuos de sustancias farmacolégicamente activas son aquellas sustancias activas,
excipientes o productos de degradacion y sus metabolitos que permanezcan en los
alimentos obtenidos a partir de animales, y animales productores de alimentos aquellos
criados, mantenidos, sacrificados o recogidos con el fin de producir alimentos. Asi, el

Reglamento (UE) n°® 37/2010 establece los LMR para cada especie animal (vacuno,

porcino, ovino, etc.) y para cada producto en particular (musculo, leche, etc.) (Tabla 2).

Tabla 2. Limites Maximos de Residuos (LMR) establecidos en el Reglamento (UE) n2
37/2010 para tetraciclinas en musculo

Sustancia Residuo Especie Clasificaciéon
farmacolégicamente marcador animal terapéutica
activa
Todas las
Clortetraciclina Suma de especies
Oxitetraciclina medicamento | destinadas a
Tetraciclina base y su 4- la
epimero produccién 100 Antiinfecciosos/
de alimentos | pg/kg Antibidticos
Bovinos,
Doxiciclina Doxiciclina porcinos y
aves de
corral
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3.4 La carne

La carne puede formar parte de una dieta equilibrada ya que, desde un punto de
vista nutricional, es un producto que aporta valiosos nutrientes como proteinas de alto
valor biologico, grasas, vitaminas, minerales y micronutrientes necesarios para el
crecimiento y desarrollo de nuestro organismo. A pesar de su precio, estas caracteristicas
nutricionales y sus cualidades organolépticas, la convierten en uno de los alimentos mas

demandados por los consumidores.

3.4.1 Produccion y consumo de carne

El consumo de carne per capita es elevado en los paises industrializados, mientras
que en los paises en desarrollo es a menudo insuficiente y con frecuencia su bajo consumo
es causa de subnutricion y malnutriciéon. Sin embargo, segin las previsiones de la FAO, la
produccion mundial de carne se habra duplicado para el afio 2050 a expensas, sobre todo,
de estos paises en vias de desarrollo.

Las fuentes mas frecuentes de suministro de carne son las especies de animales
domésticos como el ganado vacuno, los cerdos y las aves de corral. De estas, la carne de
cerdo es la mas consumida, lo que supone un 36% de la ingesta mundial de carne, seguida
de la carne de aves de corral y de vacuno, con aproximadamente un 33% y un 24%,
respectivamente (FAO, 2013). Hay que observar que el uso y consumo de las diferentes
especies animales varian también en funcién de preferencias culturales y creencias

religiosas.
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En Espaiia, a pesar de la crisis econdmica de los ultimos afios, el consumo de carne
fresca se ha ido recuperando y en el afio 2012 ha crecido paulatinamente, lo que se debe
principalmente a un incremento en el consumo de carne de ave. Tanto es asi que la carne
fresca mas consumida a principios de 2012 fue la de pollo, seguida de la de porcino y en
tercer lugar la de vacuno (Tabla 3). Estos datos coinciden con los ofrecidos por la FAO
(2012) en lo que se refiere a los tipos de carne mas consumidos a nivel internacional

(Tabla 4).

Tabla 3. Cantidad (expresada en toneladas (t)) y valor de la carne consumida en
Espaiia en el primer trimestre de 2012 (expresada en millones de euros (mill. €))

Tipo de carne Cantidad Dif. 12/11 Valor Dif. 12/11
(t) (mill. €) %

Carne fresca 468.633 1,6 2.657,88 0,9
Vacuno 76.441 -0,5 687,39 2,1
Pollo 180.102 3,9 701,67 51
Ovino/ Caprino 22.018 -5,9 221,85 -5,7
Porcino 130.524 -1,2 732,01 -4,1
Congelada 21.173 8,3 94,07 -6,5
Transformada 142.649 3,8 1.145,79 3,6
Total 632.456 2,3 3.897,75 1,5

Fuente: Eurocarne digital, Noticias 1.6.2012
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Tabla 4. Produccion mundial de carne

Panorama del mercado mundial de la carne

2010 2011 2012 Variacién de
Estim. Prondst. 2012 a 2011
Millones de toneladas %
BALANZA MUNDIAL

Produccion 294,2 297,1 301,8 1,6
Carne de bovino 66,7 66,6 66,8 0,4
Carne de ave 98,9 102,3 104,5 2,2
Carne de cerdo 109,3 108,8 110,8 1,9
Carne de ovino 13,7 13,8 13,9 0,9

Fuente: FAO, 2012

3.5 La agricultura ecologica

La agricultura ecoldgica, organica o bioldgica, es un sistema general de gestion
agricola y produccion de alimentos basado en una normativa rigurosa y unas técnicas
agrarias especificas que excluyen normalmente el uso, en la agricultura y ganaderia, de
productos quimicos de sintesis como fertilizantes, plaguicidas, antibioticos, etc. La
finalidad es, por un lado, preservar el medio ambiente, el bienestar animal y el desarrollo
rural y, por otro, proporcionar alimentos de maxima calidad con todas sus propiedades
naturales a un mercado especifico que responde a la demanda de los consumidores.

Todo esto supone que certificar una explotacion agraria como ecologica afiade mas
valor a su produccion al ofrecer alimentos saludables, de calidad y cuya produccion es
respetuosa con el medio ambiente. El logotipo de la agricultura ecologica de la UE (Figura
5) es obligatorio desde el 1 de julio de 2010 para todos los alimentos preenvasados
procedentes de la agricultura ecologica (Reglamento (UE) N° 271/2010) y ofrece a los

consumidores plenas garantias de que el origen y la calidad de los alimentos y bebidas

20



Introducciéon

cumplen los requisitos establecidos en la normativa europea sobre agricultura ecologica.
Existen autoridades de control publicas y organismos de certificacion privados que
se encargan de realizar controles para asegurar que los alimentos ecologicos se producen
bajo una ética rigurosa y respeto por la naturaleza. Asi, los productos ecologicos envasados
pueden ir acompafiados del sello que otorga dicho organismo de control correspondiente
con su comunidad auténoma. A este respecto, el C.R.A.E.GA es el organismo de control y
certificacion de la agricultura ecologica de Galicia y significa Consello Regulador de

Agricultura Ecoldgica de Galicia (Figura 6).
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Figura 5. Logotipo de la Figura 6. Sello del Consello Regulador de
agricultura ecolégica de la Unién la Agricultura Ecolégica de Galicia
Euronea

Las organizaciones internacionales, los gobiernos y otras entidades publicas se
preocupan del bienestar de la sociedad en su conjunto y de cada individuo en particular. En
este sentido, es frecuente ver campanas publicitarias que, a través de diferentes canales,
informan a la poblacion sobre los beneficios de practicar habitos de vida saludables o el
respeto al medio ambiente. En los alimentos procedentes de la agricultura ecoldgica se
aunan estos dos conceptos y, paulatinamente, se estd creando una tendencia al alza en
relacion al consumo de estos productos. Asi lo refleja la Comision Europea, cuyos estudios
estiman que el mercado de productos ecoldgicos esta creciendo a un ritmo del 10-15% por

ano, y que la aportacion de los productos ecoldgicos al total del mercado alimentario de los
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Estados Miembros de la UE experimentd incrementos del 0,5% al 4% entre 1997 y 2006
(Comision Europea, 2013).

En Espafia, la agricultura ecoldgica esta regulada desde 1989 y actualmente se rige,
entre otras normativas, por el Reglamento del Consejo (CE) 834/2007, relativo a la
produccion y etiquetado de los productos ecoldgicos y por el que se deroga el Reglamento
(CEE) 2092/1991, y por el Reglamento de la Comision (CE) 889/2008, con normas
detalladas sobre la produccion ecologica, su etiquetado y su control.

En este pais existen buenas condiciones para el desarrollo de este tipo de
agricultura por su favorable climatologia y los sistemas extensivos de produccion que se
aplican en un gran numero de cultivos. En lo que respecta a la produccion animal, la
conservacion de un patrimonio genético importante de razas autdctonas, de gran rusticidad
en su mayoria y adaptadas al medio, favorece su cria y explotacion en régimen extensivo.
Estas razas resisten mejor las enfermedades, lo que evita problemas sanitarios asociados
con frecuencia a las razas utilizadas en la cria intensiva (Ministerio de Agricultura,

Alimentacion y Medio Ambiente (MAGRAMA), 2013).

3.5.1 Requisitos para la produccion ganadera ecoldgica en la UE

La ganaderia ecoldgica estd sometida a rigurosas normas que no pierden de vista el
bienestar animal y el respeto al medio ambiente. En este sentido, el Reglamento (CE) N°
834/2007 establece unos requisitos determinados de produccion ganadera en lo relativo al
origen de los animales, a las précticas pecuarias y condiciones de estabulacion, a la
reproduccion, a la alimentacion, a la prevencion de enfermedades y a limpieza y

desinfeccion. De entre estos requisitos, en lo que concierne a este trabajo, cabe destacar los
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siguientes:

- El ganado ecologico debe nacer y haber sido criado en explotaciones ecologicas a
lo largo de toda su vida y, a rasgos generales, este debe estar separado de otros tipos de
ganado.

- Dado que la agricultura ecoldgica es una actividad vinculada al suelo, el ganado
ecoldgico debe tener, siempre que sea posible, acceso permanente a areas al aire libre,
preferiblemente pastizales, y el niumero de animales sera limitado para minimizar el
sobrepastoreo y el deterioro y contaminacion del suelo causada por los animales o el
esparcimiento de sus excrementos.

- La alimentacion del ganado debe hacerse con piensos ecologicos a fin de cubrir
las necesidades nutricionales de los animales en las distintas fases de su desarrollo y
también tendra acceso permanente a pastos y forrajes.

- Deben respetarse las normas de bienestar animal y las necesidades del
comportamiento inherentes a cada especie, mientras que la atencion veterinaria debe
basarse en la prevencion de enfermedades. En este aspecto, son importantes la eleccion de
las razas y las estirpes, las practicas pecuarias, los piensos de alta calidad y el ejercicio, asi
como que las cargas ganaderas sean las adecuadas y que la estabulacion sea la apropiada y
esté en buenas condiciones higiénicas.

- En caso de enfermedad los animales se trataran de forma inmediata y
preferiblemente con productos fitoterapéuticos, homeopaticos o de otro tipo, dejando en
ultima instancia el tratamiento con medicamentos alopaticos de sintesis, incluidos los
antibioticos. Para estos el Reglamento 889/2008 ha establecido un periodo de supresion
que duplica el establecido para los animales criados de forma no ecologica.

Los productos ecologicos procesados deben someterse a métodos que garanticen la
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integridad ecoldgica y las calidades esenciales del producto durante todas las etapas de la
cadena de produccion.

En el caso de los preparados ecologicos destinados a nifios de corta edad, solo
podran etiquetarse como ecologicos cuando todos o la mayor parte de los ingredientes de
origen agrario sean ecologicos (Reglamento 834/2007).

Todas estas medidas estan encaminadas a la obtencion de una amplia variedad de
productos ecoldgicos que cada afio demandan mas consumidores. De hecho, en la Union
Europea se ha notado un incremento en la participacion de los estados miembros y solo en
Espana ha pasado de 4.235 hectéareas a casi 2 millones desde 1991 a 2011 (MAGRAMA,
2012). La produccion ganadera ecologica aun se encuentra poco desarrollada, pero cada
afio son mdas los productores dedicados a la produccion de alimentos ecoldgicos

procedentes de distintas especies animales (Figura 7).
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Figura 7. Porcentaje de explotaciones ganaderas ecoldgicas segin la produccién en el afio 2011
(MAGRAMA, 2012)
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3.6 Alimentacion infantil

La leche materna suministra todos los nutrientes necesarios para satisfacer las
necesidades totales de un bebé hasta los seis meses de edad y al finalizar ese periodo esta
ya no es suficiente por si sola, por lo que es preciso dar al lactante alimentos
complementarios a base de preparados que le proporcionan, en las cantidades adecuadas, la
energia y los nutrientes indispensables para garantizar su crecimiento y desarrollo
(Latham, 2002).

Asi, en base a la alimentacion de los nifios, es importante diferenciar el periodo de
crecimiento. La Directiva 2006/125/CE, relativa a los alimentos elaborados a base de
cereales y alimentos infantiles para lactantes y nifios de corta edad, define como
“lactantes” a los nifios que tienen menos de doce meses, y como “nifios de corta edad” a
los nifios entre uno y tres afios de edad.

Por otra parte, también define “alimentos infantiles” como aquellos alimentos
distintos de los elaborados a base de cereales. El analisis de este tipo de alimentos
constituye uno de los objetivos de este trabajo debido a la relacion directa que tienen con la
salud de los nifos de corta edad y, asi, nos referiremos indistintamente a estos alimentos

como “alimentos infantiles”, “preparados infantiles”, “alimentos para nifios de corta edad”

o “preparados para nifos de corta edad”.

3.6.1 Elaboracion de preparados infantiles

La carne que se utiliza en el proceso de produccion de preparados infantiles, se

corta en piezas de 100 g aproximadamente, y se precocina durante aproximadamente 30
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minutos. Posteriormente se pretritura y la masa resultante, pastosa y todavia con trozos de
carne sin deshacer totalmente, se deposita inmediatamente en un tanque de mezclado.

Por otra parte, las hortalizas, frescas o congeladas, se clasifican cuidadosamente y
se lavan y, a continuacion, son trituradas, calentadas y transportadas a un tanque de
mezclado, al igual que la carne.

En el tanque de mezclado, se procede a agregar los condimentos necesarios como,
por ejemplo, azucar, jarabe de maiz, polvo de almidon, extractos de levadura, proteinas
vegetales, etc. La adicion de estos condimentos dependerd de los preparados que se quieran
elaborar.

Es importante resaltar que durante el proceso de preparacion en el tanque, la
temperatura no debe bajar nunca de los 90°C.

Una vez realizada la mezcla, esta se bombea para ser triturada, emulsificada y
homogeneizada y, a continuacion, se quita el aire del producto para, de este modo, prevenir
oxidaciones y cambios en el sabor, aroma o color.

La siguiente etapa consiste en una pasteurizacion, la cual calienta el alimento sin
dafios de quemado hasta una temperatura de 91°C. Realizada dicha operacion, el producto

se envasa en tarros de cristal y estos son finalmente esterilizados (Bartholomai, 1991).

3.6.2 Consecuencias del uso de antimicrobianos en niios

Los lactantes y los niflos tienen mas riesgo que los adultos de padecer infecciones
bacterianas y las opciones de tratamiento estdn mas limitadas. Una de las causas es que el
sistema inmunolégico de los nifios todavia no estd suficientemente preparado para

combatirlas al no tener todos los anticuerpos necesarios para ello. Otro motivo es que,
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debido a sus comportamientos y actividad diaria, los nifios se encuentran constantemente
expuestos a contraer infecciones. Finalmente, existen diferencias metabolicas entre adultos
y nifios que hacen que algunos medicamentos sean poco seguros para estos (Shea y col.,
2001). Si a esto le afiadimos la creciente resistencia bacteriana a agentes antimicrobianos el
resultado es la reduccion en gran medida de las opciones terapéuticas para este colectivo.
Por otra parte, tal y como se ha dicho anteriormente, los antibidticos pueden tener
efectos adversos en la salud humana y, en relacion al uso de tetraciclinas se sabe que
administradas a niflos menores de 9 afios, (incluso en la segunda mitad de gestacion y
lactantes) ocasionan alteraciones en el color de los dientes y/o malformaciones en el
esmalte (Cubas, 2005). Otros efectos derivados de uso en nifios es la fotosensibilidad, la
alteracion de la microbiota intestinal (crecimiento excesivo de estafilococos), diarreas y/o
colitis y también puede provocar abultamiento reversible de las fontanelas en los neonatos
(Lilley. A., 2000). Ademas, estudios recientes demostraron que la exposicion a agentes
antimicrobianos en edades muy tempranas estan relacionadas con incrementos
considerables en la masa corporal, lo que podria contribuir al aumento del sobrepeso y de

la obesidad infantil (Trasande y col., 2012).

3.7 Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

A finales de los afios 80 Kary Mullis desarroll6 una técnica genética consistente en
producir in vitro multiples copias de un fragmento de ADN especifico, incluso en
presencia de otras muchas moléculas de ADN. Esta técnica que ha revolucionado el mundo
de la biologia molecular es la Reaccion en Cadena de la Polimerasa o PCR (del inglés

Polymerase Chain Reaction). Hoy en dia, ha adquirido una gran importancia en ciencias
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biologicas y biomédicas, pero también tiene muchas otras aplicaciones diferentes. Una de
ellas es en la industria alimentaria, donde se utiliza con frecuencia como herramienta de
control para garantizar la trazabilidad de los alimentos, conocer su composiciéon o para
detectar en ellos la presencia de diferentes microorganismos de interés higiénico-sanitario.

La PCR consiste en la repeticion ciclica de tres etapas (Figura 8) (McPherson y
Moller, 2006):

- Desnaturalizacién: el molde de ADN bicatenario se desnaturaliza por
temperaturas superiores a 90°C, generalmente 94°C, entre 2 y 5 minutos, para separar las
dos cadenas complementarias.

- Alineacion: La reaccion alcanza rapidamente la temperatura idonea que permite a
los oligonucleétidos cebadores (o “primers”) unirse a cada una de las cadenas del ADN
molde. Esta temperatura es variable (entre 40 y 72°C) y depende de la composicion de las
bases y del tamafio de los cebadores, lo que es importante para controlar la especificidad
de la reaccion. En esta etapa, la enzima ADN polimerasa se activard para permitir la
extension de la cadena en cuanto se hayan alineado los cebadores.

-Extension: Una subida de la temperatura, generalmente a 72°C, permitird la
sintesis de ADN mediante la ADN polimerasa.

Después del primer ciclo (desnaturalizacion, alineacion y extension) se obtienen
dos réplicas del fragmento de ADN original, de tal forma que estas copias sirven de molde
para las subsiguientes y asi, el nimero de moléculas aumenta exponencialmente. Es decir
que al final de n ciclos el numero de copias de ADN por cada secuencia sera de 2".
Habitualmente, estos ciclos se repiten entre 25 y 40 veces y posteriormente suele haber una

fase de extension a 72°C para garantizar que los productos de PCR estén completos.
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Este proceso se lleva a cabo en un equipo llamado termociclador, que permite
amplificar el ADN de forma programada, controlando de forma precisa y especifica la
temperatura y el tiempo necesarios para cada reaccion. La deteccion de los productos de la

PCR se realiza normalmente mediante electroforesis en gel de agarosa.
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CICLO 1 CICLO 2 CICLO 3

Figura 8. Reaccion en cadena de la polimerasa

Ademas, es importante tener en cuenta que las técnicas basadas en el ADN son
especialmente utiles cuando se analizan productos sometidos a tratamientos térmicos
intensos, debido a la estabilidad del ADN en dichos procesos (Kangethe y col., 1986;
Kesmen, Z., 2012). Esto es particularmente importante en la industria alimentaria, en
donde los alimentos son sometidos con frecuencia a procesos fisicos, quimicos, térmicos o
a altas presiones, lo que no supone un impedimento para su posterior analisis en el

laboratorio, mediante la PCR.
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3.7.1 PCR cuantitativa en tiempo real

La PCR en tiempo real (RT-qPCR) o PCR cuantitativa (qPCR) es una
modificacion de la PCR que se utiliza para amplificar y detectar una region especifica de
ADN vy cuantificar los productos resultantes al mismo tiempo que se desarrolla la reaccion.
Esto es posible gracias a que los termocicladores disefiados para RT-qPCR, incorporan un
lector de fluorescencia que permite conocer la cantidad de ADN sintetizado en el mismo
momento en que la muestra emite la sefial fluorescente, ya que la emision de fluorescencia
producida en la reaccion es proporcional a la cantidad de ADN formado (Fonseca
Mendoza y col., 2010).

La fluorescencia evaluada es la que se produce durante la fase de crecimiento
exponencial y el ciclo de PCR en el que se produce se denomina Ct (Threshold cycle)
(Figura 9). Este valor estd relacionado con la cantidad de ADN de partida y serd menor
cuanto mayor sea la sefal de fluorescencia, es decir, cuantas mas copias haya del ADN

diana.

Rn

Threshold

------- -

-
L

= | No Template Control
Basesline C,

Cycle Number

Figura 9. Esquema de una curva de amplificacién en una reacciéon de RT-qPCR (Applied
Biosystems - Relative Quantification Getting Started Guide for 7000 v1.1 27)
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Los ensayos en los que se analizan secuencias especificas mediante RT-qPCR, usan
sondas marcadas con fluorocromos. Para la realizacion de este trabajo se ha utilizado la
sonda de hidrolisis TagMan® (en adelante Tagman), que es un oligonucledtido marcado
con dos fluorocromos en sus extremos y que es capaz de hibridar en regiones internas y
especificas de la secuencia de ADN diana. El fluorocromo donador estd situado en el
extremo 5” y se llama “reporter” (o reportero) y el fluorocromo aceptor del extremo 3’
recibe el nombre de “quencher” (o extintor). Cuando la sonda est4 intacta, la proximidad
entre donador y aceptor provoca un fenomeno denominado FRET (transferencia de energia
de resonancia de Forster o transferencia de energia de resonancia fluorescente) que se
traduce en que el fluorocromo extintor inhibe la emision de fluorescencia del reportero. En
el transcurso de la reaccion, la sonda se une a su secuencia diana cuando esta se encuentra
presente en la reaccion. Durante la extension de la cadena, la actividad 5° exonucleasa de
la enzima Taq ADN polimerasa provoca la liberacion del fluorocromo reportero del
extremo 5 de la sonda y al separarse del extintor comienza a emitir fluorescencia (Figura
10). Cuanto mayor es la cantidad de producto generado, mayor es la cantidad de sondas
que hibridan en la secuencia diana y que liberan al pigmento reportero durante la reaccion,
por lo tanto, la intensidad de la fluorescencia es proporcional a la cantidad de amplicon
generado.

En este trabajo se han utilizado sondas Tagman MGB, que incluyen una molécula
llamada MGB (Minor Groove Binder) que se une al surco menor del ADN y que otorga a
la sonda una mayor estabilidad y especificidad durante la hibridacion a la secuencia diana.
También utilizan un “quencher” no fluorescente (NFQ) que actua como un aceptor de

transferencia de energia del reportero, pero que no emite una sefal fluorescente detectable
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por si misma. Esto permite obtener una sefial mas limpia que facilita la interpretacion de

los datos (Rodriguez y col., 2003).

Sonda
1) Desnaturalizacion

Cebador

'|-|-r|' Reporter Quencher

2) Alineacién cebador / Hibridacién sonda

Polimerasa Hibridacién
TTTTT" |
3) Extensién -~ -
»
.
\? —

Figura 10. El “reporter” y el “quencher” estan unidos en la sonda y no hay emisiéon de
fluorescencia. La enzima Taq polimerasa corta la sonda fluorescente durante cada ciclo de
amplificacion, aumentando la emision de fluorescencia al liberar el “reporter”.

Hasta el momento, han sido muchos y muy diferentes los estudios publicados
acerca de la resistencia a antimicrobianos analizada mediante PCR cuantitativa pero, en
general, la deteccidbn o cuantificacion de genes de resistencia se hace a partir de
aislamientos de un solo microorganismo indicador o patégeno como, por ejemplo, E. coli
en muestras fecales humanas, porcinas o de otras especies animales (Schwaiger y col.,
2010; Bryan y col., 2004), en alimentos de origen animal (Jouini y col., 2009),

Campylobacter spp. en muestras de carne convencional y ecologica (Young y col., 2009) o
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Leuconostoc mesenteroides en productos carnicos (Elizaquivel y col., 2008). Sin embargo,
este trabajo se ha enfocado hacia la deteccion y cuantificacion directa de genes de
resistencia a tetraciclinas en poblaciones bacterianas de enterobacterias y aerobios
mesofilos a partir de muestras de carne convencional, ecologica y a partir de preparados

infantiles para bebés y nifnos de corta edad.

3.7.2 Ventajas de la RT-qPCR

La RT-qPCR, ademdas de proporcionar informacion cuantitativa, como ya se ha
comentado anteriormente, presenta otra serie de ventajas frente a la PCR tradicional:

- Es una técnica mas rapida ya que durante la reaccidon solo emplea dos etapas por
ciclo, mientras que la PCR convencional necesita tres. Esto es debido al pequefio tamano
de los amplicones (entre 50 y 150 pb), ya que el tiempo invertido en pasar entre las fases
de unién de los cebadores y de desnaturalizacion es suficiente para copiar la secuencia
diana.

- El hecho de que los amplicones sean tan pequefios confiere al ensayo una mayor
eficiencia ya que permite detectar el ADN diana incluso en muestras muy degradadas.

- La PCR cuantitativa emplea el Ct como medida fiable del nimero de copias
inicial de ADN diana en la muestra en lugar de medir el producto acumulado a tiempo
final.

- Es una técnica muy sensible y por tanto es capaz de analizar muestras con muy
poca cantidad de ADN.

- No requiere elaboracidn, tincion y visualizacion de geles de agarosa, lo que

también la convierte en una técnica mas segura que la PCR tradicional y reduce el riesgo
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de contaminacion de la muestra.
- Es una técnica muy especifica debido a la incorporacion de un tercer

oligonucleétido, la sonda marcada con los fluorocromos.

3.8 Ensayo receptor para la determinacion de tetraciclinas

Es frecuente encontrar trabajos en los que la deteccion de tetraciclinas se lleva a
cabo por cromatografia liquida o espectrometria de masas, pero estos métodos son
complicados, laboriosos y caros.

Los métodos de cribado o screening se utilizan, en muchas ocasiones, para detectar
residuos de antibioticos en alimentos antes que los métodos de confirmacion. Esto es
debido a que presentan muchas ventajas, entre las cuales cabe destacar que son métodos
sensibles, fiables, rapidos, robustos y relativamente economicos. Ademas permiten analizar
muchas muestras en el mismo ensayo y puede realizarse por personal no necesariamente
cualificado (Pastor, 2011).

En esta tesis se ha utilizado un test tipo ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent
Assay o Ensayo por inmunoabsorcidon ligado a enzimas), el “ensayo receptor para la
determinacion de tetraciclinas”. El procedimiento (Figura 11) se lleva a cabo en pocillos de
plastico previamente revestidos con un competidor de tetraciclinas (fase solida).
Posteriormente se afiaden los patrones de tetraciclina o las muestras y también el receptor.
Durante la incubacion, el receptor puede unirse bien a la fase solida o bien a las moléculas
de tetraciclina y los lavados posteriores arrastran cualquier molécula que no se haya unido
a la fase solida. Durante una segunda incubacion, la unioén del receptor a la fase solida es

detectada por un anticuerpo HRP-conjugado “antirreceptor”, el cual se une a su vez a este
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complejo, y tras la segunda fase de lavado, la union entre el receptor y el anticuerpo
conjugado se detecta con un sustrato cromogénico. La enzima convierte el cromogeno
incoloro en azul y tras la adiciébn de un nuevo sustrato la coloracion pasa de azul a
amarillo. Por ultimo, la absorbancia se mide en un lector de microplacas a 450 nm. La
intensidad de color es inversamente proporcional a la concentracion de tetraciclina en la

muestra (Puppini y col., 2008).

Figura 11. Esquema de reaccion del ensayo receptor de tetraciclinas (Puppini y col., 2008)
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Objetivos

4.1 Objetivo general

El principal objetivo de este trabajo fue desarrollar un método molecular sensible,
especifico y rapido, capaz de detectar y cuantificar de forma directa cepas bacterianas
resistentes a tetraciclinas, que posean los genes tet(A) y/o tet(B), en distintos tipos de carne
y preparados infantiles, tanto convencionales como ecologicos. La técnica seleccionada
para llevar a cabo este objetivo fue la PCR en tiempo real y para el desarrollo del método

fue necesario un kit de cebadores y sonda Tagman para cada gen.

4.2 Objetivos especificos

1. Disefiar dos kits de cebadores y sonda Tagman para detectar dos de los genes de
resistencia a tetraciclina mds frecuentes en bacterias gram negativas, tet(A) y tet(B)
mediante la técnica de RT-qPCR.

2. Desarrollar un método de RT-qPCR utilizando las sondas Tagman previamente
disefiadas, para la deteccion y cuantificacion, en diferentes alimentos, de los genes
mencionados anteriormente. Esto pretende contribuir al estudio de la distribucion de los
genes de resistencia en el medio ambiente y al estudio de la relacion entre el uso de los
agentes antimicrobianos en medicina veterinaria y la propagacion de la resistencia
bacteriana a estas sustancias.

3. Cuantificar las bacterias portadoras de los genes fef(A) y tet(B) en carne de pavo,
pollo, cerdo y ternera con el método desarrollado por RT-qPCR y comparar los resultados
con los recuentos obtenidos, por microbiologia convencional, de aerobios mesofilos y

enterobacterias resistentes a tetraciclina.
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4. Comparar los recuentos microbiologicos y moleculares de bacterias resistentes a
tetraciclina entre carnes de origen convencional y ecoldgico, asi como estudiar la
frecuencia y distribucion de los genes tet(A) y tet(B) entre las distintas especies animales
estudiadas.

5. Evaluar la presencia y cantidad de los citados genes por RT-qPCR en preparados
infantiles de carne, tanto convencionales como ecoldgicos y comparar los resultados entre
las diferentes especies y métodos de produccion.

6. Evaluar la cantidad de residuos de tetraciclinas en los citados tipos de carne
mediante un test tipo ELISA para confirmar la presencia de tetraciclinas en animales
productores de alimentos, asi como su posible presencia en alimentos dirigidos a nifios de

corta edad.
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Resumen

En esta tesis se ha desarrollado un nuevo método, rapido, sensible y especifico para
detectar y cuantificar de forma directa los genes de resistencia a tetraciclina tet(A) y tet(B)
en alimentos. Ambos genes son dos de los mas frecuentes en bacterias gram negativas.
Para detectarlos se disenaron un kit de cebadores y una sonda Tagman especificos para
cada uno de estos genes. Tanto el disefio de los kits como el del método estan descritos con
detalle en la patente y el articulo que se muestran a continuacion. Las rectas de calibrado se
crearon con E. coli BM13 (C600 RifR)/RP4, que porta el gen fef(A), y con E. coli NCTC
50365, que porta el gen fef(B). También se inocularon con estas cepas muestras de carne y
pescado, que se usaron como matriz para construir nuevas rectas de calibracion para el
analisis de 20 muestras de carne de ave y 10 muestras de merluza (Merlucius merlucius).
Los limites de deteccion en cultivo puro fueron 5 ufc/ml (0,7 log ufc/ml) para el caso de
tet(A), 50 ufc/ml (1,7 log ufc/ml) para te#(B) y 5x10° ufc/g (2,7 log ufc/g) para ambos
genes en muestras de alimentos. Los resultados obtenidos por qPCR se compararon con
recuentos de bacterias resistentes a tetraciclina obtenidos a partir de la siembra de extractos
de carne de ave o merluza en medios de cultivo suplementados con 16 mg/1 de tetraciclina.
Los recuentos de bacterias resistentes a tetraciclina obtenidos por qPCR mostraron una
correlacion positiva, particularmente interesante cuando se compararon con los recuentos
microbiologicos de las Enterobacteriaceae resistentes a tetraciclina de la carne de ave
(r=0,5509) y con los de bacterias aerobias mesofilas resistentes a la tetraciclina en merluza
(r=0,7146). Los resultados mostraron que el método podria ser util para la cuantificacion

directa de bacterias portadoras del gen tef(A) y/o tet(B) en muestras de alimentos.
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DESCRIPCION

Métodos y reactivos para la deteccién y cuantificacién de bacterias resistentes a tetraciclinas.
Campo de la invencién

La invencién se relaciona con métodos in vitro para la deteccién y cuantificacién de bacterias resistentes a tetraci-
clinas mediante una reaccién de amplificacién empleando cebadores especificos para una regién del gen de resistencia
atetraciclina A (zerA). Dichos métodos son titiles en la deteccién y cuantificacién de bacterias resistentes a tetraciclina
en muestras ambientales, alimentarias, biolégicas, clinicas, etc. La invencién también se relaciona con un kit para la
puesta en practica de dichos métodos.

Antecedentes de la invencion

Tras diversas décadas de uso de agentes antimicrobianos, se estd empezando a observar la aparicién de diversos
patégenos multirresistentes {Martinez, J. L., ez al. 2009. FEMS Microbiol. Rev. 33:44-65). Este aspecto es muy im-
portante en produccién animal ya que depende del uso de altas cantidades de agentes antimicrobianos para el control
de enfermedades, lo que proporciona condiciones favorables para la aparicién y diseminacién de bacterias resistentes
a estos agentes (Aarestrup, F. M. 2005. Basic Clin. Pharmacol. Toxicol. 96:271-281). Se han realizado diferentes estu-
dios (Aarestrup, F. M. 2005. Basic Clin. Pharmacol. Toxicol. 96:271-281; White, D. G. 2006. Antimicrobial resistance
in pathogenic Escherichia coli from animals. In F. M. Aarestrup (ed.), Antimicrobial resistance in bacteria of animal
origin, 1st ed. ASM Press, Washington, DC. 145-166) en donde se detalla el riesgo que estas bacterias resistentes
supfonen para la salud humana, puesto que algunas de estas cepas bacterianas acaban siendo intratables con este tipo
de farmacos.

Las tetraciclinas son agentes de amplio espectro que presentan una actividad fundamentalmente bacteriostatica y
bactericida, en dosis elevadas, frente a un gran nimero de bacterias gram negativas y positivas. Debido a dicho efecto
antimicrobiano, su uso se ha extendido mucho en la terapia de infecciones de animales. Sin embargo, parece que este
uso generalizado es la causa de la seleccién de organismos resistentes (Chopra, I. & M. Roberts. 2001. Microbiology
and Molecular Biology Reviews. 65:232-260).

Los genes que codifican la resistencia a tetraciclinas son transmisibles entre diferentes bacterias pero también
desde bacterias de animales de produccién a bacterias de los humanos (Aarestrup, F. M. 2005. Basic Clin. Pharmacol.
Toxicol. 96:271-281). Asf, los determinantes de resistencia a tetraciclina se han extendido entre especies de bacterias
identificindose mds de 39 especies de bacterias gram negativas y 23 especies de gram positivas {Chopra, I. & M.
Roberts. 2001. Microbiology and Molecular Biology Reviews. 65:232-260).

En el estado de la técnica existen diversos métodos para la cuantificacién de bacterias resistentes a tetraciclinas
basados en la deteccién de diferentes genes. A modo ilustrativo, se ha descrito un método para la deteccién de bacterias
gram negativas resistentes a tetraciclina de diferentes muestras obtenidas de comida de animales y aguas residuales
usando la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) y pruebas para los determinantes zetA, retB y tetC, tetG y tet M,
O,PQ S Ty W(YuZ. eral 2005 Appl. Environ. Microbiology. p. 6926-6933). Sin embargo, con este método es
necesario realizar miltiples pruebas para cuantificar diferentes especies de bacterias.

Por tanto, existe la necesidad de desarrollar un método de deteccién de bacterias resistentes a tetraciclina que
permita detectar un gran niimero de especies, subespecies y serovariantes de este tipo de bacterias que sea, a la vez,
eficaz, sensible, ripido y econémico.

Compendio de la invencién

Los inventores han disefiado diversas parejas de cebadores y sondas que amplifican una regién del gen zezA muy
conservada entre diferentes especies de géneros, e incluso a nivel de variante, de bacterias resistentes a tetraciclinas,
lo que permite la deteccién especifica de microorganismos resistentes a tetraciclinas, y, en particular, la deteccién de
muiltiples especies y serovariantes de bacterias resistentes a tetraciclinas con untinico ensayo. La secuencia identificada
por los inventores aparece en muiltiples especies de bacterias resistentes a tetraciclinas (Figuras 3 y 4). El empleo de
cebadores que amplifican dicha regién, en particular, unos cebadores que hibridan con los extremos de dicha regi6n,
permite cuantificar en muestras de alimentos las unidades formadoras de colonia con una sensibilidad de hasta 50
ufc/g (unidades formadoras de colonia/gramo) en cultivo puro y de 5x10? ufc/g en carne y pescado (Figuras 6 y 7).

En un aspecto, la invencién se relaciona con un método ir vitro para la deteccién de bacterias resistentes a tetraci-
clina en una muestra que presenta las caracteristicas del método identificado en esta descripcién como “método 1 de
deteccién de la invencién” [véase mds adelante].

En otro aspecto, la invencién se relaciona con un método in vitro para la deteccién de bacterias resistentes a
tetraciclina en una muestra que presenta las caracteristicas del método identificado en esta descripcién como “método
2 de deteccién de la invencion” [véase mds adelante].
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En otro aspecto, la invencién se relaciona con un método in virro para la cuantificacién de bacterias resistentes a
tetraciclina en una muestra que presenta las caracterfsticas del método identificado en esta descripcién como “método
1 de cuantificacién de la invencién” [véase mds adelante].

En otro aspecto, la invencién se relaciona con un método in virro para la cuantificacién de bacterias resistentes a
tetraciclina en una muestra que presenta las caracteristicas del método identificado en esta descripcién como “método
2 de cuantificacién de la invencién” [véase mds adelante].

En ofro aspecto, la invencién se relaciona con un oligonucleétido seleccionado del grupo de oligonucledtidos
formado por los oligonucleétidos cuyas secuencias de nucleétidos se muestran en SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3,
SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8 y sus combinaciones.

En otro aspecto, la invencién se relaciona con un kit adecuado para la puesta en practica de los métodos previamente
mencionados. El empleo de dicho kit para la deteccién y/o cuantificacién de bacterias resistentes a las tetraciclinas
constituye un aspecto adicional de la presente invencién.

Breve descripcién de las figuras

Figura 1. Parte de la secuencia del gen zerA. Subrayada aparece la secuencia entre los nucleétidos 592 y 884 (dichos
nucleétidos aparecen sefialados en negrita). Los cebadores aparecen marcados. La sonda utilizada para el PCR tiempo
real aparece marcada y en negrita.

Figura 2. Secuencia del gen zezB. Subrayada aparece la secuencia entre los nucle6tidos 75 y 400 (dichos nucle6tidos
aparecen sefialados en negrita). Los cebadores aparecen marcados. La sonda utilizada para el PCR tiempo real aparece
marcada y en negrita.

Figura 3. Alineamiento de diferentes secuencias de genes de resistencia a tetraciclina A de diferentes especies (-
mero de secuencia indicado a la izquierda de cada secuencia) donde se puede observar la similitud entre las secuencias.
La flecha indica el nucleétido 884 de la Figura 1.

Figura 4. Alineamiento de diferentes secuencias de genes de resistencia a tetraciclina B de diferentes especies (ni-
mero de secuencia indicado a la izquierda de cada secuencia) donde se puede observar la similitud entre las secuencias.
La flecha indica el nucle6tido 400 de la Figura 2.

Figura 5. Andlisis en PCR tiempo real del ADN extrafdo a partir de diluciones seriadas de un cultivo puro de
Escherichia coli BM13 (C600 RifR)/RP4 (retA) (¢) y de Escherichia coli NCTC 50365 (retB) (m). Los valores del
ciclo umbral se representan frente a la concentracién de unidades formadoras de colonias.

Figura 6. Analisis en PCR tiempo real del ADN extrafdo a partir de diluciones seriadas de una muestra de carne
inoculada con Escherichia coli BM13 (C600 RifR)/RP4 (retA) (¢) y de Escherichia coli NCTC 50365 (retB) (m). Los
valores del ciclo umbral se representan frente a la concentracién de unidades formadoras de colonias.

Figura 7. Anilisis en PCR tiempo real del ADN extrafdo a partir de diluciones seriadas de una muestra de pescado
inoculado con Escherichia coli BM13 (C600 RifR)/RP4 (retA) (#) y de Escherichia coli NCTC 50365 (tetB) (m). Los
valores del ciclo umbral se representan frente a la concentracién de unidades formadoras de colonias.

Figura 8. Comparacién entre el recuento en placa, en muestras de carne, de Enterobacteriaceae en Violet Red Bile
agar con Glucosa (VRBG) con tetraciclina y el recuento por PCR cuantitativa de la microbiota total con los genes de
resistencia zetA y terB.

Figura 9. Comparaci6n entre el recuento en placa, en muestras de pescado, de la microbiota aerobia mesdéfila en
Plate Count Agar (PCA) con tetraciclina y el recuento por PCR cuantitativa de la microbiota total con los genes de
resistencia zetA y retB.

Descripcién detallada de la invencién

En un aspecto, la invencién se relaciona con un método in vitro para la deteccién de bacterias resistentes a tetraci-
clina en una muestra, en adelante “mérodo 1 de deteccion de la invencion”, que comprende

(i) realizar una reaccién de amplificacién a partir de una preparacién de dcidos nucleicos derivada de dicha
muestra empleando una pareja de cebadores capaz de amplificar la totalidad o una parte de la regién del
gen zetA comprendida entre el nucle6tido 592 y el nucle6tido 884 de la secuencia de nucledtidos mostrada
enlaSEQIDNO: 1,y

(ii) detectar el producto de amplificacién generado en la etapa (i).
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Las “tetraciclinas” constituyen un grupo de antibiéticos, unos naturales y otros obtenidos por semisintesis, que
abarcan un amplio espectro en su actividad antimicrobiana. Quimicamente son derivados de la naftacenocarboxami-
da policiclica, que posee un niicleo tetraciclico, de donde deriva el nombre del grupo. Las tetraciclinas naturales se
extraen de bacterias del género Actinomyces. Del Streptomyces aurofaciens se extraen la clortetraciclina y la demetil-
clortetraciclina. La oxitetraciclina se extrae a partir del Streptomyces rimosus. La tetraciclina, representante genérico
del grupo, se puede extraer del Strepromyces viridifaciens, aunque también se puede obtener de forma semisintéti-
ca a partir de clortetraciclina. La democlociclina se obtiene a partir de una mutacién de una cepa de Strepromyces
aureofaciens. Otros derivados sintéticos incluyen la metaciclina, doxiciclina, minociclina, limeciclina, etc.

En la presente invencién, la expresién “bacterias resistentes a tetraciclina” incluye cualquier bacteria en la que al
menos una tetraciclina no ejerce sobre dicha bacteria ni un efecto bacteriostatico {(es decir, no detiene el crecimiento
de la bacteria en cuestién) ni un efecto bactericida (es decir, no la mata). Una bacteria puede ser resistente a un tipo
especifico de tetraciclina o a varias de ellas al mismo tiempo.

Los mecanismos por los que las tetraciclinas ejercen su funcién bacteriostitica o bactericida implican desacoplar
la fosforilacién oxidativa de las bacterias, provocar una inhibicién de la sintesis proteica en el ribosoma de la bacteria
inhibiendo la sintesis proteica al unirse a la subunidad 30S del ribosoma y no permitir la unién del dcido ribonu-
cleico de transferencia (tRNA) a este, ni el transporte de aminodcidos hasta la subunidad 50S, o alterar la membrana
citoplasmitica, permitiendo la salida de componentes intracelulares.

La resistencia a la tetraciclina estd mediada por diferentes genes que pueden estar codificados en diversos ele-
mentos genéticos tales como, plismidos, transposones e integrones. La resistencia a tetraciclina puede ser debida a la
disminucién de la acumulacién intracelular de tetraciclinas por bombeo activo asociado a la membrana (eflujo). Otro
tipo de resistencia es debido a la presencia de proteinas de proteccién ribosomal que permiten actuar al aminoacil-
ARN-transfer en presencia de tetraciclinas.

Enuna realizacién particular, la resistencia es debida a la disminucién de la acumulacién intracelular de tetracicli-
nas por bombeo activo asociado a la membrana. Se conocen diversos genes que codifican proteinas implicadas en el
bombeo de tetraciclinas. Entre ellos se encuentran los genes ez que codifican bombas de flujo.

En una realizacién particular, las bacterias resistentes a tetraciclina son bacterias gram negativas. En otra reali-
zacion particular, las bacterias resistentes a tetraciclina son bacterias patégenas, especialmente bacterias patégenas
que causan una enfermedad derivada de la ingestién de alimentos infectados con dichas bacterias en animales, en
particular, en humanos.

En ofra realizacién particular, las bacterias resistentes a tetraciclina pertenecen a los géneros Acinetobacter, Aero-
monas, Edwardsiella, Escherichia, Klebsiella, Laribacter, Pseudomonas, Salmonella, Shigella, Vibrio, Yersinia, etc.;
en otra realizacién mds particular, dichas bacterias resistentes a tetraciclina son bacterias patégenas pertenecientes a
dichos géneros, en particular, bacterias patégenas que causan una enfermedad derivada de la ingestién de alimentos
infectados con dichas bacterias en animales, en particular, en humanos.

Por bacterias “pardgenas” se entiende bacterias que pueden causar enfermedades infecciosas en el huésped. En
materia de alimentacién, las bacterias patdgenas son las que, si se encuentran presentes en los alimentos, pueden ori-
ginar las intoxicaciones y toxi-infecciones alimentarias. Asf, en la presente invencién, la expresién “enfermedades
derivadas de la ingestién de alimentos infectados”, incluye aquellas enfermedades originadas por el consumo de ali-
mentos infectados por agentes contaminantes (entre los que se encuentran las bacterias resistentes a tetraciclina) en
cantidades tales que pueden afectar a la salud. Las enfermedades derivadas de la ingestién de alimentos infectados con
tales agentes contaminantes se pueden dividir en:

- Enfermedades causadas por infecciones: son enfermedades provocadas por el consumo de alimentos que
contienen microorganismos vivos perjudiciales, tales como la salmonelosis (Salmonella sp.), la campilo-
bacteriosis (Campylobacter sp.), la infeccién causada por Shigella sp., la infeccién causada por Listeria
monocytogenes, etc.;

- Enfermedades causadas por intoxicaciones: son enfermedades causadas por la ingestién de toxinas forma-
das en tejidos de plantas o animales, o de productos metabélicos de microorganismos en los alimentos, o
por sustancias quimicas que se incorporan a ellos de modo accidental o intencional desde su produccién
hasta su consumo. Este tipo de enfermedades sucede cuando las toxinas bacterianas estdn presentes en
los alimentos ingeridos. Estas toxinas no producen olores ni sabores pero son capaces de causar dafio aun
después de ser eliminado el microorganismo. Ejemplos ilustrativos incluyen la intoxicacién causada por
la toxina estafilocdcica (Staphylococcus aureus), la intoxicacién causada por Bacillus cereus, etc.; y

- Toxi-infecciones: son enfermedades que resultan de la ingestién de alimentos con una cierta cantidad de
microorganismos causantes de enfermedades, los cuales son capaces de producir o liberar toxinas una vez
que son ingeridos. Ejemplos ilustrativos incluyen el célera (Vibrio cholerae), 1a toxi-infeccién causada por
Clostridium perfringens (segiin el tipo de toxina que produzca puede causar enfermedades en humanos o
en animales), las infecciones producidas por toxinas de Escherichia coli.
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Enuna realizacién particular y preferida, las bacterias resistentes a tetraciclina se seleccionan del grupo de bacterias
formado por Acinetobacter baumannii, Aeromonas punctata, Aeromonas salmonicida, Edwardsiella tarda, Escheri-
chia coli, Klebsiella sp., Laribacter hongkongensis, Pseudomonas sp., Salmonella enterica, Salmonella enteritidis,
Salmonella typhimurium, Shigella flexneri, Shigella sonnei, Vibrio sp. 'y Yersinia ruckeri. En otra realizacién particu-
lar, dichas bacterias resistentes a tetraciclina son bacterias de la especie Salmonella enterica pertenecientes a distintas
subespecies (subsp.), por ejemplo, Salmonella enterica subsp. enterica serovar Brandenburg, Salmonella enterica
subsp. enterica serovar Cholerasuis, Salmonella enterica subsp. enterica serovar Dublin, Salmonella enterica subsp.
enterica serovar Kentucky, etc.

Las bacterias resistentes a tetraciclina son microorganismos ampliamente distribuidos que pueden sobrevivir en
multitud de ambientes distintos, por lo que para la puesta en practica de los métodos de deteccién y cuantificacion de
bacterias resistentes a tetraciclina proporcionados por la presente invencién puede emplearse cualquier tipo de muestra
susceptible de contener dichas bacterias o sospechosa de contaminacién por dichas bacterias resistentes a tetraciclina.

El término “muestra”, tal como aquf se utiliza, incluye cualquier tipo de material que pueda contener bacterias re-
sistentes a tetraciclina, incluyendo muestras ambientales, alimentarias, biol6gicas, clinicas, etc., por ejemplo, muestras
procedentes de procesos industriales, e.g., industrias papeleras, alimentarias (tal como, por ejemplo, industrias acei-
teras, cerveceras, heladeras, etc.), petroleras, etc.; muestras procedentes del tratamiento de aguas residuales; muestras
procedentes de la manipulacién de fluidos biolégicos en el entorno sanitario, e.g., sistemas de perfusién entéricos,
sistemas de didlisis, catéteres, etc.; muestras bioldgicas (e.g., tejidos, células, extractos celulares, homogeneizados
celulares, fluidos biolégicos tales como sangre, suero, plasma, orina, liquido sinovial, liquido cefalorraquideo, heces,
sudor, etc.)., etc. En una realizacién particular, dicha muestra es una muestra alimentaria, por ejemplo, una muestra de
un producto alimentario perecedero, una muestra de un producto cérnico o derivado del mismo, o una muestra de pes-
cado o un derivado del mismo, una muestra de productos alimenticios que contienen huevo y sus derivados, productos
lacteos y sus derivados, huevos, cremas, etc. Alternativamente, la muestra puede consistir en un 6rgano entero, e.g.,
musculo, ojo, piel, génadas, nédulos linfdticos, corazén, cerebro, pulmén, higado, rifién, bazo, tumores, etc. En una
realizacién particular, la muestra utilizada para llevar a cabo los métodos de deteccién y cuantificacién proporciona-
dos por esta invencién, es una muestra ambiental (e.g., una muestra de agua, tierra, etc.), una muestra biolégica (e.g.,
fluidos biol6gicos, heces, etc.), una muestra alimentaria (e.g., productos alimentarios perecederos, carnes, pescados,
huevos, cremas, etc.).

Tal como aquf se utiliza, la expresién “dcido nucleico”, se refiere a un polimero formado por la repeticién de
unos monémeros 1lamados nucleétidos, unidos mediante enlaces fosfodiéster. Existen 2 tipos de dcidos nucleicos:
ADN (dcido desoxirribonucleico) y ARN (dcido ribonucleico). Adicionalmente, de forma artificial, a partir de ARN
se puede obtener ADN complementario (ADNc) que también se considera un édcido nucleico. Por tanto, tal como
aquf se utiliza, la expresién “preparacion de dcidos nucleicos” incluye el conjunto de dcidos nucleicos presentes en la
preparacién que va a ser sometida a una reaccién de amplificacién, incluyendo ADN, ARN y/o ADNc procedente de
la retrotranscripeién del ARN.

En la presente invencién se entiende por “ADN” o “ADN genémico” (ADNg) al material genético de los orga-
nismos vivos que controla la herencia. En el caso de las bacterias este material puede estar formando plasmidos. El
término “ARN” tal como aquf se utiliza se refiere a la molécula resultado de la transcripeién de una secuencia de ADN.
Un “ADNc” es un ADN obtenido a partir del ARN mensajero (ARNm) por accién de la retrotranscriptasa inversa.

El experto en la materia entenderd que la deteccién de bacterias resistentes a las tetraciclinas a partir de ARN
implica la existencia de bacterias viables en la muestra analizada. Por tanto, la puesta en practica de cualquiera de
los métodos de deteccién de bacterias resistentes a tetraciclina proporcionados por esta invencién permite detectar
no sélo bacterias resistentes a tetraciclinas viables presentes en la muestra analizada (e.g, si la muestra comprende
una preparacién de dcidos nucleicos que comprende ARN o ADNc obtenido a partir de ARN) sino también bacterias
resistentes a tetraciclinas que estén (o hayan estado) en la muestra analizada aunque ya no sean viables (e.g, si la
muestra comprende una preparacién de dcidos nucleicos que comprende ADNg).

Cualquiera de los métodos de deteccién de bacterias resistentes a tetraciclina proporcionados por esta invencién
(método 1 de deteccién de la invencién y método 2 de deteccién de la invencién) incluye una etapa previa de extrac-
cién de los dcidos nucleicos de la muestra a analizar. Se conocen distintas técnicas de extraccién de dcidos nucleicos,
por ejemplo, cromatograffa de penetrabilidad, cromatograffa de intercambio i6nico, cromatografia de adsorcién, ul-
trafiltracién, empleo de bolas magnéticas a las que los dcidos nucleicos se unen selectivamente, etc. (Sambrook ez
al., 2001. “Molecular cloning: a Laboratory Manual”, 3rd ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press, N.Y., Vol. 1-
3). Adicionalmente, existen kits de extraccién de dcidos nucleicos comercialmente disponibles para realizar dicha
extraccion.

Siel dcido nucleico es ADN, la extraccién puede realizarse, por ejemplo, mediante el uso de resinas quelantes (e.g.
CHELEX 100) y de intercambio i6nico. Estas resinas pueden ser naturales (aluminosilicatos) como zeolitas, arcillas
minerales y feldespatos, o de naturaleza sintética como éxidos metélicos hidratados (6xido de titanio hidratado), sales
insolubles de metales polivalentes (fosfato de titanio), sales insolubles de heteropolisacaridos (molibdofosfato amé-
nico), sales complejas basadas en hexacianoferratos insolubles y zeolitas sintéticas. Estas resinas poseen una elevada
afinidad por los iones metilicos polivalentes y se emplean para separar los compuestos potencialmente inhibidores de
la PCR presentes en la preparacion de dcidos nucleicos obtenida a partir de la muestra a analizar.
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En el caso de que el dcido nucleico a extraer de la muestra sea ARN, existen kit comerciales exclusivamente
disefiados para este propésito que contienen los componentes adecuados para extraer en perfectas condiciones el ARN:
altas concentraciones de sales caotrépicas en el tampén de lisis para inactivar las ARNasas, membranas de silice que
favorecen la adsorcién del ARN, DNasas que eliminan el ADN para alcanzar un aislado de ARN de gran pureza, etc.
A modo ilustrativo, no limitativo, un kit comercial que retine las caracterfsticas antes citadas es Nucleospin® RNA.

El método 1 de deteccién de la invencién comprende la realizacién de una reaccién de amplificacién a partir de
una preparacién de dcidos nucleicos. Como entiende el experto en la materia, una reaccién de amplificacién consiste,
bésicamente, en la multiplicacién exponencial de una molécula de ADN diana (o de una regién diana de una molécula
de ADN) mediante el empleo de oligonucleétidos que hibridan con las regiones que flanquean la regién diana que se
quiere amplificar. Las diferentes técnicas o procedimientos de llevar a cabo reacciones de amplificacién estdn amplia-
mente descritas en el estado de la técnica, por ejemplo, en Sambrook et al., 2001. (supra.). Ejemplos ilustrativos, no
limitativos, de reacciones de amplificacién incluyen la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) y variaciones de
la misma [amplificacién regional de la reaccién en cadena de la polimerasa (RA-PCR, del inglés “Regional Ampli-
fication PCR”), la reaccién en cadena de la polimerasa a tiempo real (RT-PCR, del inglés “Real Time PCR™), etc.].
El protocolo seguido para llevar a cabo una PCR es ampliamente conocido en el estado de la técnica y, actualmente,
existen kits comerciales que contienen los materiales necesarios para llevar a cabo dicha amplificacién. Asimismo,
las condiciones de temperatura, tiempo, concentraciones de reactivos y niimero de ciclos de la PCR dependerén de la
ADN polimerasa utilizada en la reaccién de amplificacién, de la especificidad de los cebadores, etc. Si se emplea un
kit comercial, las condiciones de la reaccién serdn las especificadas por el fabricante del kit.

Asf, enunarealizacién particular de la invencién, la reaccién de amplificacién se lleva a cabo mediante una reaccién
en cadena de la polimerasa a tiempo real (RT-PCR). Una RT-PCR es, basicamente, una PCR convencional en la que los
equipos de amplificacién (termocicladores) llevan incorporados un sistema de deteccién de fluorescencia, basiandose
dicha deteccién en la utilizacién de unas moléculas especificas denominadas fluoréforos y “quenchers”.

En general, una reaccién de amplificacién requiere el empleo de una pareja de oligonucleétidos, denominados
cebadores, que van a hibridar con unas regiones que permiten la amplificacién de la regién/secuencia diana que
se quiere amplificar. En el caso concreto del método 1 de deteccién de la invencién, la regién diana a amplificar
es una regién del gen retA comprendida entre el nucleétido 592 y el nucledtido 884 de la secuencia de nucledti-
dos mostrada en la SEQ ID NO: 1. En la Figura 3 que acompaifia a la presente descripcién, se muestran la regién
del gen rerA de distintos géneros y especies de bacterias resistentes a tetraciclina, concretamente de (identificados
mediante su c6digo en Genbank y bacteria): AJ313332.1 Escherichia coli plaismido pTOJO2; CP000971.1 Esche-
richia coli SMS-3-5 plismido pSMS35_130; CU459141.1 Acinetobacter baumannii; EF679779.1 Laribacter hong-
kongensis plismido pHLHK?22; AB366441.1 Salmonella enterica subsp. enterica serovar Dublin plasmido pMAK?2;
AM746674.1 Salmonella enterica subsp. enterica serovar Brandenburg; pUO-SbR3 pldmido, EF633507.1 Salmonella
enterica subsp. enterica serovar Dublin plismido IncW pIE321; DQ464880.1 Escherichia coli aislado H14t plasmido
pWSHI1 Tnp; AY214164.3 Escherichia coli plasmido pAPEC-O2-R; AY333434.1 Salmonella typhimurium plasmido
pU302L; AY458016.1 Escherichia coli plasmido pC15-1a; AF542061.1 Salmonella enteritidis vector de expresién

Y7K transposasa putativa; AI517790.2 Aeromonas salmonicida plasmido de resistencia parcial a firmacos pRAS1;
CR376602.1 Aeromonas punctata (Aeromonas caviae) HGBS plismido pFBAOT6; AJ634602.1 Salmonella enteri-
ca subsp. enterica serovar Typhimurium plasmido; AJ628353.1 Salmonella enterica plasmido; X61367.1 Transposon
Tn1721 bacteria gram-negativa; AY509004.1 Salmonella enterica subsp. enterica serovar Choleraesuis aislado SC-
B67 plasmido pSC138; EU664602.1 Salmonella enterica subsp. enterica serovar Kentucky strain 01-2100 Salmone-
lla genomic island 1 variante SGI1-K1; AI419171.1 Escherichia coli, AM261760.1 IncP-1alpha plasmido pBS228;
DQ645594.1 vector Shurle pME6032; Y608912.1 Escherichia coli plasmido pFL129; 1.29404.1 Escherichia coli,
AF534183.1 Shigella sonnei plasmido pSS4; AF502943.1 Shigella sonnei plasmido pSSTAV; AF497970.1 Shigella
sonnei plaismido pKKTET7; AJ307714.1 Escherichia coli, que corresponden a la regién comprendida entre los nu-
cleétidos 592 y 884 en la secuencia de nucledtidos mostrada en la SEQ ID NO: 1. Como entiende el experto en la
materia, todas las secuencias mostradas en la Figura 3 son secuencias homélogas (que comparten una secuencia con-
senso) que serdn detectadas al poner en préctica el método 1 de deteccién de la invencién, permitiendo asf la deteccién
de distintos géneros/especies/serovariantes de bacterias resistentes a tetraciclina. Asimismo, el experto en la materia
apreciard que el método 1 de deteccién de la invencién es adecuado para la deteccién de otros géneros y cepas no re-
cogidas en la Figura 3 siempre que la regién del gen rerA correspondiente a la regién recogida en dicha figura muestra
una similitud de secuencia sustancial con la secuencia consenso deducida de dicho alineamiento y, en particular, con
la regién central del mismo frente a la que se dirige la sonda de hibridacién.

En la etapa (i) del método 1 de deteccién de la invencién, se amplifica la totalidad o una parte de la regi6én del gen
tetA comprendida entre el nucleétido 592 y el nucledtido 884 de la secuencia de nucleétidos mostrada en la SEQ ID
NO: 1.

Por tanto, en una realizacién particular, se amplifica la totalidad de la regién del gen rezdA comprendida entre el
nmucledtido 592 y el nucleétido 884 de la secuencia de nucleétidos mostrada en la SEQ ID NO: 1. Para ello, en una
realizacién particular, en el paso (i) del método 1 de deteccién de la invencién, se utiliza una pareja de cebadores
que hibrida con los extremos de la regién del gen retA comprendida entre el nucleétido 592 y el nucleétido 884 de
la secuencia de nucleétidos mostrada en la SEQ ID NO: 1. A modo ilustrativo, en una realizacién particular, uno de
los cebadores de dicha pareja de cebadores hibrida con una regién que comprende el nucleétido 592 de la secuencia
de nucledtidos mostrada en la SEQ ID NO: 1; en ofra realizacién particular, uno de los cebadores de dicha pareja
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de cebadores hibrida con una regién que comprende el nucle6tido 884 de la secuencia de nucle6tidos mostrada en la
SEQ ID NO: 1; y, en otra realizacién particular, uno de los cebadores de dicha pareja de cebadores hibrida con una
regién que comprende el nucle6tido 592 de la secuencia de nucleétidos mostrada en la SEQ ID NO: 1 y el otro de
los cebadores de dicha pareja de cebadores hibrida con una regién que comprende el nucleétido 884 de la secuencia
de nucleétidos mostrada en la SEQ ID NO: 1. Por tanto, en una realizacién particular, el producto de amplificacién
comprende, o estd formado por, la regién comprendida entre los nucleétidos 592 y 884 de la secuencia de nucledtidos
mostrada enla SEQ ID NO: 1.

En otra realizacién particular, se amplifica una parte (fragmento) de la regién del gen retA comprendida entre
el nucledtido 592 y el nucleétido 884 de la secuencia de nucleétidos mostrada en la SEQ ID NO: 1, tal como un
fragmento de dicha regién que comprende 250 nucleétidos o menos, preferentemente 200 nucleétidos o menos, més
preferentemente 150 nucleétidos o menos, ain mds preferentemente 100 nucleétidos o menos, y, todavia ain mds
preferentemente, 75 nucleétidos o menos. Asi, en otra realizacién particular, el producto de amplificacién comprende,
o estd formado por, la regién comprendida entre los nucleétidos 688 y 739 de la secuencia de nucleétidos mostrada en
la SEQ ID NO: 1.

En una realizacién particular, la amplificacién de dicha regién del gen rerA comprendida entre el nucleétido 688 y
el nucleétido 739 de la secuencia de nucleétidos mostrada en la SEQ ID NO: 1 se lleva a cabo mediante el empleo de
una pareja de cebadores formada por un cebador que comprende la secuencia de nucleétidos mostrada en la SEQ ID
NO: 2 y un cebador que comprende la secuencia de nucleétidos mostrada en la SEQ ID NO: 3.

Adicionalmente, la reaccién de amplificacién se puede llevar a cabo empleando un sistema de amplificacién que
permite eliminar la contaminacién con amplificados grovenientes de anteriores ciclos de amplificacién. Este es el caso,
por ejemplo, del master de amplificacién AmpErase® uracil-N-glicosidasa. La uracil-N-glicosidasa es una enzima que
degrada el ADN que lleva dUTPs incorporados en lugar de los dTTPs del ADN natural. De esta manera se impide la
aparicién de falsos positivos debido a la citada contaminacién.

Una vez llevada a cabo la reaccién de amplificacién es necesario detectar los productos de amplificacién o ampli-
cones [etapa (ii) del método 1 de deteccién de la invencién]. Las técnicas para detectar los productos de amplificacién
estdn ampliamente descritas en el estado de la técnica, como por ejemplo, en Sambrook ez al., 2001 (citado supra). En
dicha deteccién puede emplearse cualquiera de los procedimientos de identificacién de fragmentos de amplificacién
conocidos del estado de la técnica, tales como hibridacién con sondas marcadas (e.g., con un fluoréforo), tincién (e.g.,
tincién de plata, con agentes intercalantes, tales como bromuro de etidio, SYBR Green®, etc.), etc.

Como es conocido del estado de la técnica, si el método de amplificacién elegido es una RT-PCR, la deteccién
del producto de amplificacién se realiza simultineamente a la reaccién de amplificacién. Para ello, pueden emplearse
tanto mecanismos de deteccién no especificos como especificos.

Los mecanismos de deteccién no especificos detectan todos los ADN de doble cadena producidos durante la
reaccién de amplificacién (ya sea un producto especifico, un producto inespecifico o dimeros de cebadores). Este
mecanismo es el método estdndar y bisicamente consiste en afiadir un agente intercalante de la doble cadena o un
fluoréforo que emite fluorescencia cuando se une a esta. Agentes adecuados para este propésito incluyen SYTO 15,
SYTO 25,SYTO 13, SYTO 9, SYBR Green I, SYTO 16, SYTO 17, SYTO 21, SYTO 59, SYTOX, SYTO BC, DAPI,
Hoechst 33342, Hoechst 33258, y PicoGreen. Preferiblemente, se utiliza SYBR Green® que se excita a 497 nm y
emite a 520 nm.

Por tanto, en una realizacién particular, la deteccién del producto de amplificacién se lleva a cabo mediante un
agente intercalante fluorescente tal como se ha mencionado previamente; en una realizacién todavia mas particular,
dicho agente intercalante es SYBR Green®.

Tal como aquf se utiliza, el término “fluoréforo™ se refiere a una molécula capaz de emitir una radiacién electro-
magnética en respuesta a la absorcién de una radiacién de excitacién en donde la longitud de onda de la radiacién
emitida es distinta a la longitud de onda de la radiacién de excitacién y en donde la emisién de radiacién persiste
tnicamente mientras se mantiene la radiacién de excitacién.

Por otro lado, los mecanismos de deteccién especificos son capaces de distinguir entre la secuencia de interés y las
amplificaciones inespecificas. Todos ellos se basan en la utilizacién de gquenchers {(pigmento gquencher o extinguidor
no fluorescente -NFQ- que incrementa la eficacia de deteccién y sefial al no emitir fluorescencia) y sondas marcadas
con un amplio rango de fluoréforos (pigmento reportero) con diferentes espectros de excitacién y emisioén.

Ejemplos ilustrativos pero no limitativos de marcadores fluorescentes que pueden ser usados en el contexto de los
mecanismos de deteccién especificos se incluyen en la Tabla 1.
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TABLA' 1

Colorantes fluorescentes comiinmente empleados

Molécula Longitud de onda Longitud de
de excitacion onda de emision
(nm) (nm)
FAM 488 518
HEX 488 556
TET 488 538
CY3 550 570
CYS5.5 675 694
JOE 527 548
6-ROX 575 602
Cascade Blue 400 425
Fluoresceina 494 518
Texas Red 595 615
Rodamina 550 575
Rodamina Green 502 527
Rodamina Red 570 590
Rodamina 6G 525 555
6-TAMRA 555 580
5-TMRIA 543 567
Alexa 430 430 545
Alexa 488 493 516
Alexa 594 588 612
Bodipy R6G 528 550

Tal como aqui se utiliza, un “guencher” ¢s una molécula que acepta energia de un fluor6foro y la disipa en forma de
calor o fluorescencia. Ejemplos ilustrativos, no limitativos, de quenchers incluyen Methyl Red, ElleQuencher, Dabcyl,
Dabsyl, TAMRA, etc.

Asi, en una realizacién particular, la deteccién del producto de amplificacién se lleva a cabo mediante una sonda
marcada que, en otra realizacion todavia mas particular, comprende en su extremo 5° un pigmento reportero y en
su extremo 3" un pigmento quencher. Ejemplos de sondas que llevan este tipo de marcaje son, por ejemplo, sondas
TaqMan, balizas moleculares (sondas del tipo “Molecular Beacon™), sondas Scorpions, sondas Amplifluor, sondas
Eclipse, etc.

Adicionalmente, si se desea, la sonda puede comprender en su extremo 3’ una molécula MGB entre la secuencia
de nucledtidos y el pigmento quencher. Un MGB (enlazante al surco menor, del inglés, “minor groove binder”) es
una pequeiia molécula en forma de media luna que encaja muy bien en el surco menor del ADN bicatenario. Asi,
cuando la sonda hibrida a la secuencia diana, el MGB estabiliza el apareamiento incorpordndose al surco menor del
ADN bicatenario creado entre la sonda y dicha secuencia diana. La estabilizacion es mucho mas eficaz cuando las
secuencias coinciden perfectamente (es decir, no hay desparejamiento). Ademds del superior potencial discriminador,
la mayor estabilidad permite que las sondas sean muy cortas (normalmente de 13 a 20 bases) en comparacién con las
sondas estandar (de 18 a 40 bases), sin detrimento de las directrices en el disefio de los cebadores. El Ejemplo que
ilustra la presente invencién, muestra el uso de dichas moléculas MGB.

En una realizacion particular, el producto de amplificacion es detectado mediante el uso de una sonda que com-
prende la secuencia de nucle6tidos mostrada en la SEQ ID NO: 4 que detecta de forma especifica la regién diana
de retA empleada en el método 1 de deteccion de la invencion, es decir, la regién del gen tetA comprendida entre el
nucledtido 592 y el nucleétido 884 de la secuencia de nucle6tidos mostrada en la SEQ ID NO: 1.

Tal como aqui se utiliza, “la region del gen tetA comprendida entre el nucledtido 592 y el nucledtido 884 de la
secuencia de nucledtidos mostrada en la SEQ ID NO: 17, se refiere a la region o secuencia del gen retA de cualquier
especie o variante de bacteria resistente a tetraciclina que es homologa a la region comprendida entre los nucledtidos
592 y 884 de la secuencia de nucleétidos mostrada en la SEQ ID NO: 1.

Asimismo, la expresion “secuencias homdlogas™, tal como aqui se utiliza, se refiere a aquellas secuencias que
tienen una identidad de secuencia entre si de al menos el 50%, al menos el 60%, al menos ¢l 70%, al menos ¢l 80%, al
menos el 90%, al menos el 91%, al menos el 92%, al menos el 93%, al menos el 94%, al menos el 95%, al menos el
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96%, al menos el 97%, al menos el 98% o al menos el 99%. La expresién “identidad de secuencia” se refiere al grado
en que 2 secuencias de polinucleétidos son idénticas en base a una comparacién de nucleétido a nucleétido a lo largo
de una regién en particular de comparacién. El porcentaje de identidad de secuencia puede calcularse, por ejemplo,
comparando dos secuencias alineadas de forma 6ptima a lo largo de una regién de comparacién, determinando el
mimero de posiciones en las que se encuentran bases de dcidos nucleicos idénticas (por ejemplo, A, T, C, G o U) en
ambas secuencias para dar el nimero de posiciones coincidentes, dividiendo el nimero de posiciones coincidentes
entre el nimero total de posiciones en la regién de comparacién (es decir, el tamafio de la ventana) y multiplicando el
resultado por 100.

La homologia entre varias secuencias de nucleétidos puede determinarse por métodos convencionales, por ejemplo,
mediante algoritmos estdndar de alineamiento miiltiple de secuencias conocidos en el estado de la técnica, tales como,
por ejemplo, ClustalW (Chenna, er al. 2003 Nucleic Acids Res, 31:3497-3500). En la Figura 3 que acompaiia a la
presente descripeién se muestra un alineamiento miiltiple de secuencias en la que pueden verse alineadas las secuencias
del gen retA de distintas especies de bacterias resistentes a tetraciclina cuyas secuencias del zetA son homélogas entre
sf.

Adicionalmente, en una realizacién particular, se incluye un control interno de amplificacién en el método 1 de
deteccién de la invencién. De este modo, es posible llevar a cabo una reaccién de amplificacién en presencia de un
ADN exégeno que sirva como control interno de la amplificacién, de tal forma que se pueda asegurar que un resultado
negativo en la deteccién del microorganismo (en la presente invencién bacterias resistentes a las tetraciclinas) no se
debe a la inhibicién de la Tag polimerasa por la presencia de sustancias inhibidoras sino a la falta de complementarie-
dad entre la sonda y los productos de amplificacién o a la ausencia de amplificacién por ausencia de anillamiento de
los cebadores. La inclusién del control interno de amplificacién permite identificar facilmente los resultados falsos ne-
gativos. En la solicitud de patente WO2007/085675 y en la publicacién de Alvarez, J. et al. 2004 (J. Clin. Microbiol.,
42:1734-1738) se describe la elaboracién de un control interno de amplificacién.

Por tanto, en una realizacién particular, la amplificacién se lleva a cabo en presencia de un ADN ex6geno cuyos
extremos contienen secuencias que pueden ser amplificadas usando los mismos cebadores que los usados para am-
plificar la totalidad o parte de la regién del gen rerA comprendida entre el nucleétido 592 y el nucleétido 884 de la
secuencia de nucleétidos mostrada en la SEQ ID NO: 1.

Como se ha comentado anteriormente, existen diversos genes de resistencia a tetraciclina, por lo que la invencién
contempla la posibilidad de, ademds de detectar la totalidad o una parte de la regién del gen 7etA comprendida entre el
nucleétido 592 y el nucleétido 884 de la secuencia de nucleétidos mostrada en la SEQ ID NO: 1, detectar otro gen de
resistencia a tetraciclina, por ejemplo, uno o mds de los genes retB, tetM, retC, tetD, tetE, retQ, tetW, especialmente el
gen rerB.

Por tanto, en otro aspecto, la invencién se relaciona con un método in vitro para la deteccién de bacterias resistentes
a tetraciclina en una muestra, en adelante “mérodo 2 de deteccién de la invencién”, que comprende

(i) realizar una reaccién de amplificacién a partir de una preparacién de dcidos nucleicos derivada de dicha
muestra empleando una primera pareja de cebadores capaz de amplificar la totalidad o una parte de la
region del gen rertA comprendida entre el nucleétido 592 y el nucleétido 884 de la secuencia de nucleétidos
mostrada en la SEQ ID NO: 1, y una segunda pareja de cebadores capaz de amplificar la totalidad o una
parte de la regién del gen reB comprendida entre el nucleétido 75 y el nucleétido 400 de la secuencia de
nucledtidos mostrada en la SEQ IDNO: 5, y

(ii) detectar el producto de amplificacién generado en la etapa (i).

ELRS EER TS

El significado de los términos “bacterias resistentes a tetraciclina”, “tetraciclina”, “muestra” y “preparacién de
dcidos nucleicos” ya ha sido indicado previamente en relacién con el método 1 de deteccién de la invencién.

En la presente invencién se entiende por “la regién del gen tetB comprendida entre el nucledtido 75 y el nucledtido
400 de la secuencia de nucledtidos mostrada en la SEQ ID NO: 57, a laregién o secuencia del gen retB de cualquier
especie o variante de bacteria resistente a tetraciclina que es homéloga a la regién comprendida entre los nucleétidos
75 y 400 de la secuencia de nucle6tidos mostrada en la SEQ ID NO: 5. El significado de “secuencias homélogas” ya
ha sido indicado previamente en relacién con el método 1 de deteccién de la invencién. La homologfa entre secuen-
cias de nucleétidos puede determinarse por métodos convencionales, por ejemplo, mediante algoritmos estindar de
alineamiento miiltiple de secuencias conocidos en el estado de la técnica, tales como, por ejemplo, ClustalW (Chenna,
er al. 2003 Nucleic Acids Res, 31:3497-3500). En la Figura 4 que acompafia a la presente descripcién se muestra un
alineamiento muiltiple de secuencias en la que pueden verse alineadas las secuencias del gen ze#B de distintas especies
de bacterias resistentes a tetraciclina cuyas secuencias del gen zetB son homélogas entre si.

Las diferentes técnicas de extraccién de dcido nucleicos, amplificacién de la regién diana, deteccién de productos
de amplificacién, etc., anteriormente descritas en relacién con el método 1 de deteccién de la invencién, son aplicables
al presente método 2 de deteccién de la invencién.
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Al igual que en el método 1 de la invencién, la reaccién de amplificacién puede llevarse a cabo en presencia
de un ADN exdgeno que sirva como control interno de la amplificacién. Por tanto, en una realizacién particular, la
reaccién de amplificacién se lleva a cabo en presencia de un ADN exégeno cuyos extremos contienen secuencias
que pueden ser amplificadas usando una pareja de cebadores constituida por un cebador que comprende la secuencia
de nucleétidos mostrada en la SEQ ID NO: 2 y un cebador que comprende la secuencia de nucleétidos mostrada en
la SEQ ID NO: 3, o, alternativamente, en presencia de un ADN exdgeno cuyos extremos contienen secuencias que
pueden ser amplificadas usando una pareja de cebadores constituida por un cebador que comprende la secuencia de
nucleétidos mostrada en la SEQ ID NO: 6 y un cebador que comprende la secuencia de nucleétidos mostrada en la
SEQ ID NO: 7.

La etapa (i) del método 2 de deteccién de la invencién comprende la obtencién de (1) un primer producto de
amplificacién, correspondiente a la totalidad o una parte de la regién del gen retA comprendida entre el nucleétido 592
y el nucledtido 884 de la secuencia de nucledtidos mostrada en la SEQ ID NO: 1, y de (2) un segundo producto de
amplificacién, correspondiente a la totalidad o una parte de la regién del gen retB comprendida entre el nucleétido 70
y el nucle6tido 400 de la secuencia de nucle6tidos mostrada en la SEQ ID NO: 5.

Efectivamente, en la etapa (i) del método 2 de deteccién de la invencién, se amplifica:

- latotalidad o una parte de la regién del gen zefA comprendida entre el nucleétido 592 y el nucleétido 884
de la secuencia de nucleétidos mostrada enla SEQID NO: 1y

- la totalidad o una parte de la regién del gen retB comprendida entre el nucleétido 70 y el nucleétido 400
de la secuencia de nucle6tidos mostrada en la SEQ ID NO: 5.

Por tanto, en una realizacién particular, se amplifica la totalidad de la regién del gen retd comprendida entre el
nucleétido 592 y el nucleétido 884 de la secuencia de nucle6tidos mostrada en la SEQ ID NO: 1 para dar lugar al
primer producto de amplificacién. Para ello, en una realizacién particular, en el paso (i) del método 2 de deteccién
de la invencién, se utiliza una primera pareja de cebadores que hibrida con los extremos de la regién del gen retA
comprendida entre el nucleétido 592 y el nucleétido 884 de la secuencia de nucleétidos mostrada en la SEQ ID NO:
1. A modo ilustrativo, en una realizacién particular, uno de los cebadores de dicha primera pareja de cebadores hibrida
con una regién que comprende el nucleétido 592 de la secuencia de nucle6tidos mostrada en la SEQ ID NO: 1; en otra
realizacién particular, uno de los cebadores de dicha primera pareja de cebadores hibrida con una regién que compren-
de el nucleétido 884 de la secuencia de nucle6tidos mostrada en la SEQ ID NO: 1; y, en otra realizacién particular,
uno de los cebadores de dicha primera pareja de cebadores hibrida con una regién que comprende el nucleétido 592
de la secuencia de nucleétidos mostrada en la SEQ ID NO: 1y el otro de los cebadores de dicha primera pareja de
cebadores hibrida con una regién que comprende el nucle6tido 884 de la secuencia de nucleétidos mostrada en la SEQ
ID NO: 1. Por tanto, en una realizacién particular, el primer producto de amplificacién comprende, o estd formado por,
la regién comprendida entre los nucleétidos 592 y 884 de la secuencia de nucleétidos mostrada en la SEQ ID NO: 1.

En otra realizacién particular, el primer producto de amplificacién comprende, o estd formado por, una parte (o
fragmento) de la regién comprendida entre los nucleétidos 592 y 884 de la secuencia de nucleétidos mostrada en la
SEQ ID NO: 1; en este caso, se amplifica una parte de la regién del gen retA comprendida entre el nucleétido 592
y el nucleétido 884 de la secuencia de nucleétidos mostrada en la SEQ ID NO: 1, tal como un fragmento de dicha
regién que comprende 250 nucledtidos o menos, preferentemente 200 nucledtidos o menos, més preferentemente
150 nucledtidos 0 menos, atiin mds preferentemente 100 nucleétidos o menos, y, todavia ain mds preferentemente,
75 nucleétidos o menos. Asf, en otra realizacién particular, el primer producto de amplificacién comprende, o estd
formada por, la regién comprendida entre los nucleétidos 688 y 739 de la secuencia de nucleétidos mostrada en la
SEQ ID NO: 1. En una realizacién particular, la amplificacién de dicha regién del gen zetA comprendida entre el
nucleétido 688 y el nucledtido 739 de la secuencia de nucleétidos mostrada en la SEQ ID NO: 1 se lleva a cabo
mediante el empleo de una primera pareja de cebadores formada por un cebador que comprende la secuencia de
nucleétidos mostrada en la SEQ ID NO: 2 y un cebador que comprende la secuencia de nucleétidos mostrada en la
SEQ ID NO: 3.

En otra realizacién particular, se amplifica la totalidad de la regién del gen rezB comprendida entre el nucleétido 75
y el nucleétido 400 de la secuencia de nucle6tidos mostrada en la SEQ ID NO: 5 para dar lugar al segundo producto
de amplificacién. Para ello, en una realizacién particular, en el paso (i) del método 2 de deteccién de la invencién, se
utiliza una segunda pareja de cebadores que hibrida con los extremos de la regién del gen rerB comprendida entre el
nucleétido 75 y el nucledtido 400 de la secuencia de nucle6tidos mostrada en la SEQ ID NO: 5. A modo ilustrativo,
en una realizacién particular, uno de los cebadores de dicha segunda pareja de cebadores hibrida con una regién que
comprende el nucleétido 75 de la secuencia de nucleétidos mostrada en la SEQ ID NO: 5; en otra realizacién particular,
uno de los cebadores de dicha segunda pareja de cebadores hibrida con una regién que comprende el nucleétido 400
de la secuencia de nucleétidos mostrada en la SEQ ID NO: 5; y, en otra realizacién particular, uno de los cebadores
de dicha segunda pareja de cebadores hibrida con una regién que comprende el nucleétido 75 de la secuencia de
nucleétidos mostrada en la SEQ ID NO: 5 y el otro de los cebadores de dicha segunda pareja de cebadores hibrida
con una regién que comprende el nucleétido 400 de la secuencia de nucleétidos mostrada en la SEQ ID NO: 5. Por
tanto, en una realizacién particular, el segundo producto de amplificacién comprende, o estd formado por, la regién
comprendida entre los nucle6tidos 75 y 400 de la secuencia de nucle6tidos mostrada en la SEQ ID NO: 5.
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En ofra realizacién particular, el segundo producto de amplificacién comprende, o estd formado por, una parte (o
fragmento) de la regién comprendida entre los nucleétidos 75 y 400 de la secuencia de nucle6tidos mostrada en la
SEQ ID NO: 5; en este caso, se amplifica una parte de la regién del gen rerB comprendida entre el nucleétido 75
y el nucleétido 400 de la secuencia de nucleétidos mostrada en la SEQ ID NO: 5, tal como un fragmento de dicha
regién que comprende 250 nucleétidos o menos, preferentemente 200 nucleétidos o menos, més preferentemente
150 nucleétidos o menos, atin més preferentemente 100 nucle6tidos o menos, y, todavia aiin més preferentemente,
75 nucle6tidos o menos. Asf, en otra realizacién particular, el primer producto de amplificacién comprende, o estd
formada por, la regién comprendida entre los nucleétidos 118 y 172 de la secuencia de nucledtidos mostrada en la
SEQ ID NO: 5. En una realizacién particular, la amplificacién de dicha regién del gen zerB comprendida entre el
nucleétido 118 y el nucledtido 172 de la secuencia de nucleétidos mostrada en la SEQ ID NO: 5 se lleva a cabo
mediante el empleo de una segunda pareja de cebadores formada por un cebador que comprende la secuencia de
nucleétidos mostrada en la SEQ ID NO: 6 y un cebador que comprende la secuencia de nucleétidos mostrada en la
SEQ ID NO: 7.

En una realizacién particular, el primer producto de amplificacién comprende o estd formado por la regién com-
prendida entre los nucledtidos 592 y 884 de la secuencia de nucle6tidos mostrada en la SEQ ID NO: 1, o por un
fragmento de la misma, tal como el producto constituido por la regién comprendida entre los nucleétidos 688 y 739
de la secuencia de nucleétidos mostrada en la SEQ ID NO: 1, y el segundo producto de amplificacién comprende o
estd formado por la regién comprendida entre los nucleétidos 75 y 400 de la secuencia de nucle6tidos mostrada en la
SEQ ID NO: 5, o por un fragmento de la misma, tal como el producto constituido por la regién comprendida entre los
nucleétidos 118 y 172 de la secuencia de nucleétidos mostrada en la SEQ ID NO: 5.

En una realizacién concreta, el primer producto de amplificacién comprende o estd formado por la regién com-
prendida entre los nucle6tidos 688 y 739 de la secuencia de nucle6tidos mostrada en la SEQ ID NO: 1, y el segundo
producto de amplificacién comprende o estd formado por la regién comprendida entre los nucleétidos 118 y 172 de la
secuencia de nucleétidos mostrada en la SEQ ID NO: 5.

El método 2 de deteccién de la invencién, al igual que el método 1 de deteccién de la invencién, permite detectar
bacterias resistentes a tetraciclina. Asf, en una realizacién particular, dichas bacterias resistentes a tetraciclina que
pueden ser detectadas mediante cualquiera de dichos métodos (método 1 6 2 de deteccién de la invencién) son bacte-
rias gram negativas. En otra realizacién particular, dichas bacterias resistentes a tetraciclina son bacterias patégenas,
especialmente bacterias patégenas que causan una enfermedad derivada de la ingestién de alimentos infectados con
dichas bacterias en animales, en particular, en humanos. Ejemplos ilustrativos, no limitativos, de bacterias resistentes
a tetraciclina que pueden ser detectadas usando el método 2 de deteccién de la invencién incluyen bacterias perte-
necientes a los géneros Acinerobacter, Aeromonas, Edwardsiella, Escherichia, Klebsiella, Laribacter, Pseudomonas,
Salmonella, Shigella, Vibrio, Yersinia, etc.; preferentemente, bacterias patégenas pertenecientes a dichos géneros, en
particular, bacterias patégenas que causan una enfermedad derivada de la ingestién de alimentos infectados con dichas
bacterias en animales, en particular, en humanos. En una realizacién particular y preferida, las bacterias resistentes a
tetraciclina se seleccionan del grupo de bacterias formado por Acinetobacter baumannii, Aeromonas punctata, Aero-
monas salmonicida, Edwardsiella tarda, Escherichia coli, Klebsiella sp., Laribacter hongkongensis, Pseudomona sp.,
Salmonella enterica, Salmonella enteritidis, Salmonella typhimurium, Shigella flexneri, Shigella sonnei, Vibrio sp.y
Yersinia ruckeri. En oftra realizacién particular, dichas bacterias resistentes a tetraciclina son bacterias de la especie
Salmonella enterica pertenecientes a distintas subespecies (subsp.), por ejemplo, Salmonella enterica subsp. enterica
serovar Brandenburg, Salmonella enterica subsp. enterica serovar Cholerasuis, Salmonella enterica subsp. enterica
serovar Dublin, Salmonella enterica subsp. enterica serovar Kentucky, etc.

La reaccién de amplificacién del método 2 de deteccién de la invencién se puede realizar por cualquier método
convencional, conocido por el experto en la materia, tal como cualquiera de los métodos previamente mencionados
en relacién con el método 1 de deteccién de la invencién; no obstante, en una realizacién particular, dicha reaccién
de amplificacién se lleva a cabo mediante una reaccién en cadena de la polimerasa a tiempo real (RT-PCR). En una
realizacién particular, la primera pareja de cebadores estd constituida por un cebador que comprende la secuencia
de nucleétidos mostrada en la SEQ ID NO: 2 y un cebador que comprende la secuencia de nucle6tidos mostrada en
la SEQ ID NO: 3 y la segunda pareja de cebadores estd constituida por un cebador que comprende la secuencia de
nucleétidos mostrada en la SEQ ID NO: 6 y un cebador que comprende la secuencia de nucleétidos mostrada en la
SEQID NO: 7.

Asimismo, la deteccién de los productos de amplificacién generados en el método 2 de deteccién de la invencién
(primero y segundo producto de amplificacién) se puede realizar por cualquier método convencional, conocido por el
experto en la materia, tal como cualquiera de los métodos previamente mencionados en relacién con el método 2 de
deteccién de la invencién; no obstante, en una realizacién particular, la deteccién de dichos primero y segundo pro-
ductos de amplificacién se lleva a cabo mediante el empleo de unas sondas marcadas apropiadas, por ejemplo, sondas
que comprenden en su extremo 5’ un pigmento reportero y en su extremo 3’ un pigmento quencher, preferentemente,
sondas que comprenden un MGB en su extremo 3°. En una realizacién particular y preferida, la sonda para identificar
el primer producto de amplificacién comprende la secuencia de nucleétidos mostrada en la SEQ ID NO: 4 y la sonda
para identificar el segundo producto de amplificacién comprende la secuencia de nucleétidos mostrada en la SEQ ID
NO: 8.
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Al igual que en el método 1 de deteccién de la invencién, en una realizacién particular, el método 2 de deteccién
de la invencién comprende la inclusién de un control interno de amplificacién. De este modo, es posible llevar a cabo
la amplificacién en presencia de un ADN exégeno cuyos extremos contienen secuencias que pueden ser amplificadas
usando los mismos cebadores que los usados para amplificar la totalidad o una parte de una regién del gen rerA
comprendida entre el nucledtido 592 y el nucle6tido 884 de la secuencia de nucleétidos mostrada en la SEQ ID NO: 1
y/o un ADN exégeno cuyos extremos contienen secuencias que pueden ser amplificadas usando los mismos cebadores
que los usados para amplificar la totalidad o una parte de una regién del gen zerB comprendida entre el nucle6tido 75
y el nucle6tido 400 de la secuencia de nucleétidos mostrada en la SEQ ID NO: 5.

En ofro aspecto, la invencién se relaciona con un método in vitro para la cuantificacién de bacterias resistentes
a tetraciclina en una muestra, en adelante “método 1 de cuantificacion de la invencién”, basado en el método 1 de
deteccién de la invencién, que comprende:

(i) realizar una reaccién de amplificacién a partir de una preparacién de dcidos nucleicos derivada de dicha
muestra empleando una pareja de cebadores capaz de amplificar la totalidad o una parte de una la regién del
gen retA comprendida entre el nucleétido 592 y el nucleétido 884 de la secuencia de nucle6tidos mostrada
enla SEQ ID NO: 1,

(ii) detectar el producto de amplificacién generado en la etapa (i), y, adicionalmente

(iii) cuantificar las bacterias resistentes a tetraciclina.

Las etapas (i) y (ii) del método 1 de cuantificacién de la invencién corresponden a las etapas (i) y (ii) del método
1 de deteccién de la invencién por lo que todo lo mencionado en relacién con dicho método 1 de deteccién de la
invencién es aplicable al método 1 de cuantificacién de la invencién.

Tal como se utiliza en esta descripcién, el término “cuantificacién” se refiere a la determinacién del nimero de
bacterias presentes en la muestra ensayada. La cuantificacién puede ser relativa o absoluta. La cuantificacién relativa
no requiere estandares con concentraciones determinadas y se basa en la comparacién de las intensidades de deteccién
de dos 0 més muestras obtenidas usando el método 1 de deteccién de la invencién y comparando dichas intensidades
con valores de referencia fijados tales como, por ejemplo, la cantidad de muestra de partida o un gen de referencia (o
“housekeeping gene”). Asi, a modo ilustrativo, no limitativo, se puede determinar en dos muestras de igual peso la que
tiene una mayor intensidad de sefial obtenida en la etapa (ii) del método 1 de deteccién de bacterias; o bien se puede
realizar la comparacién con genes de referencia (“housekeeping genes™), tales como actina, gliceraldehido 3-fosfato
deshidrogenasa (GAPDH), etc., detectados en la muestra paralelamente a los genes de resistencia a tetraciclina, e.g.,
tetA, tetB, efc.

En una realizaci6n particular y preferida, usando la metodologia proporcionada por esta invencion, es posible reali-
zar la cuantificacién absoluta de las bacterias resistentes a tetraciclina en una muestra; para ello se pueden determinar,
a modo ilustrativo, no limitativo, las unidades formadoras de colonia (ufc) presentes en la muestra. Asf, el método 1
de cuantificacién de la invencién comprende, adicionalmente, las siguientes etapas:

a) efectuar diluciones seriadas de unidades formadoras de colonias de un microorganismo control que posee
un plasmido que codifica para el gen de resistencia a tetraciclina rerA,

b) realizar una curva patrén de las diluciones obtenidas en la etapa a) empleando una pareja de cebadores
capaz de amplificar la totalidad o una parte de la regi6én del gen rerA comprendida entre el nucleétido 592
y el nucleétido 884 de la secuencia de nucle6tidos mostrada en la SEQ ID NO: 1,

¢) determinar las unidades formadoras de colonias relacionando el resultado de la cuantificacién obtenido en
la etapa (iii) del método 1 de cuantificacién de la invencién con la curva patrén obtenida en la etapa b).

La primera etapa adicional [etapa a)] comprende efectuar diluciones seriadas de unidades formadoras de colonias
de un microorganismo control que posee un plasmido que codifica para el gen de resistencia a tetraciclina zerA. Aunque
practicamente cualquier microorganismo que posee un pladsmido que codifica para el gen de resistencia a tetraciclina
tetA puede ser utilizado como microorganismo control en la etapa a), en una realizacién particular dicho microorga-
nismo es la cepa Escherichia coli BM13 (C600 RifR)/RP4. Dicha etapa puede realizarse por métodos convencionales
conocidos por los técnicos en la materia. En una realizacién particular, la generacién de diluciones seriadas de unida-
des formadoras de colonias se lleva a cabo de manera que se defina el mimero de unidades formadoras de colonias por
unidad de volumen en cada una de las diluciones.

La segunda etapa adicional [etapa b)] consiste en realizar una curva patrén de las diluciones obtenidas en la etapa
a) utilizando una pareja de cebadores capaz de amplificar la totalidad o una parte de la regién del gen zezA comprendida
entre el nucleétido 592 y el nucleétido 884 de la secuencia de nucleétidos mostrada en la SEQ ID NO: 1. Esta etapa
puede realizarse por métodos convencionales conocidos por los técnicos en la materia. En una realizacién particular,
se prepara la curva patrén utilizando los mismos métodos descritos anteriormente para la amplificacién de la regién
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comprendida entre los nucleétidos 592 y el nucleétido 884 en la secuencia de nucleétidos mostrada en la SEQ ID NO:
1. En el Ejemplo 1, apartados “Ensayos cuantitativos” y “Preparacién de las muestras para la preparacién de ensayos
de sensibilidad”, se describe una forma particular de realizar una curva patrén para la determinacién de las unidades
formadoras de colonias.

Finalmente, en la tercera etapa adicional [etapa c)], se determinan las unidades formadoras de colonias en la
muestra analizada relacionando el resultado obtenido en la cuantificacién [etapa (iii) del método 1 de cuantificacién
de la invencién] con la curva patr6n obtenida en la etapa b).

En otro aspecto, la invencién se relaciona con un método in vitro para la cuantificacién de bacterias resistentes
a tetraciclina en una muestra, en adelante “mérodo 2 de cuantificacion de la invencién”, basado en el método 2 de
deteccién de la invencién, que comprende:

(i) realizar una reaccién de amplificacién a partir de una preparacién de dcidos nucleicos derivada de dicha
muestra empleando una primera pareja de cebadores capaz de amplificar la totalidad o una parte de la
regi6n del gen rerA comprendida entre el nucleétido 592 y el nucle6tido 884 de la secuencia de nucle6tidos
mostrada en la SEQ ID NO: 1, y una segunda pareja de cebadores capaz de amplificar la totalidad o una
parte de la regién del gen zetB comprendida entre el nucleétido 75 y el nucleétido 400 de la secuencia de
nucleétidos mostrada en la SEQ ID NO: 5,

(ii) detectar los productos de amplificacién generados en la etapa (i), y

(iii) cuantificar las bacterias resistentes a tetraciclina.

Las etapas (i) y (ii) del método 2 de cuantificacién de la invencién corresponden a las etapas (i) y (ii) del método
2 de deteccién de la invencién por lo que todo lo mencionado en relacién con dicho método 2 de deteccién de la
invencién es aplicable al método 2 de cuantificacién de la invencién.

En una realizacién particular y preferida, usando la metodologfa proporcionada por esta invencién, es posible reali-
zar la cuantificacién absoluta de las bacterias resistentes a tetraciclina en una muestra; para ello se pueden determinar,
a modo ilustrativo, no limitativo, las unidades formadoras de colonia (ufc) presentes en la muestra. Asf, el método 2
de cuantificacién de la invencién comprende, adicionalmente, las siguientes etapas:

a) efectuar diluciones seriadas de unidades formadoras de colonias de un microorganismo control que posee
un plismido que codifica para el gen de resistencia a tetraciclina rezA,

b) realizar una curva patrén de las diluciones obtenidas en la etapa a) empleando una pareja de cebadores
capaz de amplificar la totalidad o una parte de la regi6én del gen rerA comprendida entre el nucleétido 592
y el nucleétido 884 de la secuencia de nucledtidos mostrada en la SEQ ID NO: 1,

¢) realizar diluciones seriadas de unidades formadores de colonia de un microorganismo control que posee
un pldsmido que codifica para el gen de resistencia a tetraciclina zetB,

d) realizar una curva patrén de las diluciones obtenidas en la etapa ¢) empleando una pareja de cebadores
capaz de amplificar la totalidad o una parte de la regién del gen retB comprendida entre el nucleétido 75 y
el nucledtido 400 de la secuencia de nucledtidos mostrada en la SEQ ID NO: 5, y

e) determinar las unidades formadoras de colonias relacionando el resultado de la cuantificacién obtenida en
la etapa (iii) del método 2 de cuantificacién de la invencién con las curvas patrén obtenidas en las etapas
b)y d).

Aunque préicticamente cualquier microorganismo que posee un plasmido que codifica para el gen de resistencia
a tetraciclina zetA puede ser utilizado como microorganismo control en la etapa a) y cualquier microorganismo que
posee un plasmido que codifica para el gen de resistencia a tetraciclina zetB puede ser utilizado como microorganismo
control en la etapa c), en una realizacién particular el microorganismo control que posee un plésmido que codifica
para el gen de resistencia a tetraciclina zezA es la cepa Escherichia coli BM13 (C600 RifR)/RP4 y el microorganismo
control que posee un plismido que codifica para el gen de resistencia a tetraciclina retB es Escherichia coli NCTC
50365.

La primera etapa adicional [etapa a)] comprende efectuar diluciones seriadas de unidades formadoras de colonias
de un microorganismo control que posee un plasmido que codifica para el gen de resistencia a tetraciclina rerA, tal
como, por ejemplo, Escherichia coli BM13 (C600 RifR)/RP4. Esta etapa puede realizarse por métodos convencionales
conocidos por los técnicos en la materia. En una realizacién particular, la generacién de diluciones seriadas de unidades
formadoras de colonias se lleva a cabo de manera que se defina el mimero de unidades formadoras de colonias por
unidad de volumen en cada una de las diluciones.
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La segunda etapa adicional [etapa b)] consiste en realizar una curva patrén de las diluciones obtenidas en la etapa
a) utilizando una pareja de cebadores capaz de amplificar la totalidad o una parte de la regién del gen zerA comprendida
entre el nucledtido 592 y el nucleétido 884 de la secuencia de nucleétidos mostrada en la SEQ ID NO: 1. Esta etapa
puede realizarse por métodos convencionales conocidos por los técnicos en la materia. En una realizacién particular,
se prepara la curva patrén utilizando los mismos métodos descritos anteriormente para la amplificacién de la regién
comprendida entre los nucle6tidos 592 y el nucledtido 884 en la secuencia de nucledtidos mostrada en la SEQ ID NO:
1. En el Ejemplo 1, apartados “Ensayos cuantitativos” y “Preparacién de las muestras para la preparacién de ensayos
de sensibilidad”, se describe una forma particular de realizar una curva patrén para la determinacién de las unidades
formadoras de colonias.

La tercera etapa adicional [etapa c)] comprende efectuar diluciones seriadas de unidades formadoras de colonias de
un microorganismo control que posee un plismido que codifica para el gen de resistencia a tetraciclina zetB, tal como,
por ejemplo, Escherichia coli NCTC 50365. Esta etapa puede realizarse por métodos convencionales conocidos por
los técnicos en la materia. En una realizacién particular, la generacién de diluciones seriadas de unidades formadoras
de colonias se lleva a cabo de manera que se defina el miimero de unidades formadoras de colonias por unidad de
volumen en cada una de las diluciones.

La cuarta etapa adicional [etapa d)] consiste en realizar una curva patrén de las diluciones obtenidas en la etapa c)
utilizando una pareja de cebadores capaz de amplificar la totalidad o una parte de la regién del gen zetB comprendida
entre el nucleétido 75 y el nucledtido 400 de la secuencia de nucleétidos mostrada en la SEQ ID NO: 5. Esta etapa
puede realizarse por métodos convencionales conocidos por los técnicos en la materia. En una realizacién particular,
se prepara la curva patrén utilizando los mismos métodos descritos anteriormente para la amplificacién de la regién
comprendida entre los nucleétidos 75 y el nucleétido 400 en la secuencia de nucle6tidos mostrada en la SEQ ID NO:
5. En el Ejemplo 1, apartados “Ensayos cuantitativos™ y “Preparacién de las muestras para la preparacién de ensayos
de sensibilidad”, se describe una forma particular de realizar una curva patrén para la determinacién de las unidades
formadoras de colonias.

Finalmente, en la quinta etapa adicional [etapa e)], se determinan las unidades formadoras de colonias en la muestra
analizada relacionando el resultado obtenido en la cuantificacién [etapa (iii) del método 2 de cuantificacién de la
invencién] con las curvas patrén obtenidas en las etapas b) y d).

Para la puesta en practica de los métodos de deteccién y cuantificacién proporcionados por esta invencién, los
inventores han desarrollado un conjunto de cebadores y sondas que permiten la deteccién especifica de bacterias
resistentes a tetraciclina.

Por tanto, en otro aspecto, la invencién se relaciona con un oligonucleétido cuya secuencia de nucleétidos se
selecciona del grupo de oligonucleétidos cuyas secuencias de nucleétidos se muestran en la SEQ ID NO: 2 [cebador
tetA F], SEQ ID NO: 3 [cebador rerA R], SEQ ID NO: 4 [sonda zerA], SEQ ID NO: 6 [cebador zerB F], SEQ ID NO: 7
[cebador retB R] y SEQ ID NO: 8 [sonda terB], y sus combinaciones.

Los oligonucleétidos cuyas secuencias de nucleétidos se muestran en las SEQ ID NO: 2 y SEQ ID NO: 3 son
cebadores que pueden ser utilizados para amplificar un fragmento del gen zerA, tal como se menciona més abajo.

Los oligonucleétidos cuyas secuencias de nucleétidos se muestran en las SEQ ID NO: 6 y SEQ ID NO: 7 son
cebadores que pueden ser utilizados para amplificar un fragmento del gen zerB, tal como se menciona més abajo.

Los oligonucleétidos cuyas secuencias de nucleétidos se muestran en las SEQ ID NO: 5 y SEQ ID NO: 8 son son-
das que pueden ser utilizadas para identificar los productos de amplificacién de los genes retA y zerB, respectivamente,
amplificados por los cebadores previamente mencionados.

En otro aspecto, la invencién se relaciona con una pareja de oligonucleétidos seleccionada entre las parejas de
oligonucleétidos formadas por:

a) una pareja de oligonucleétidos constituida por un oligonucledtido que tiene la secuencia de nucleétidos
mostrada en la SEQ ID NO: 2 [cebador zetA F] y la secuencia de nucle6tidos mostrada en la SEQ ID NO:
3 [cebador retA R]; y

b) una pareja de oligonucleétidos constituida por un oligonucledtido que tiene la secuencia de nucleétidos
mostrada en la SEQ ID NO: 6 [cebador 7B F] y la secuencia de nucle6tidos mostrada en la SEQ ID NO:
7 [cebador rerB R].

La primera pareja de oligonucleétidos [pareja a)] es particularmente adecuada para amplificar una parte de una
regién del gen retA comprendida entre el nucleétido 592 y el nucleétido 884 de la secuencia de nucleétidos mostrada
en la SEQ ID NO: 1, en particular, la regién comprendida entre los nucleétidos 688 y 739 de dicha secuencia de
nucleétidos mostrada en la SEQ ID NO: 1.
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La segunda pareja de oligonucledtidos [pareja b)] es particularmente adecuada para amplificar una parte de una
regién del gen rerB comprendida entre el nucledtido 75 y el nucleétido 400 de la secuencia de nucleétidos mostrada
en la SEQ ID NO: 5, en particular, la regién comprendida entre los nucleétidos 118 y 172 de dicha secuencia de
nucleétidos mostrada en la SEQ ID NO: 5.

Los kits que comprenden los reactivos y agentes necesarios para la puesta en préctica de los métodos de deteccién
y cuantificacién proporcionados por esta invencién constituyen aspectos adicionales de la misma.

Por tanto, en otro aspecto, la invencién se relaciona con un kit, en adelante “kir de la invencion”, que comprende
una pareja de cebadores capaz de amplificar la totalidad o una parte de la regién del gen tetA comprendida entre el
nucleétido 592 y el nucleétido 884 de la secuencia de nucleétidos mostrada en la SEQ ID NO: 1. En una realizacién
particular del kit de la invencién, dicha pareja de cebadores estd constituida por un cebador que comprende la secuencia
de nucledtidos mostrada en la SEQ ID NO: 2 y un cebador que comprende la secuencia de nucleétidos mostrada en la
SEQ ID NO: 3.

En otra realizacién particular, el kit de la invencién comprende, ademds de dicha pareja de cebadores capaz de
amplificar la totalidad o una parte de una regién del gen rezA comprendida entre el nucleétido 592 y el nucleétido 884
de la secuencia de nucleétidos mostrada en la SEQ ID NO: 1, una segunda pareja de cebadores capaz de amplificar la
totalidad o una parte de una regién del gen zeB comprendida entre el nucleétido 75 y el nucleétido 400 de la secuencia
de nucledtidos mostrada en la SEQ ID NO: 5. En una realizacién particular del kit de la invencién, dicha segunda
pareja de cebadores estd constituida por un cebador que comprende la secuencia de nucleétidos mostrada en la SEQ
ID NO: 6y un cebador que comprende la secuencia de nucleétidos mostrada en la SEQ ID NO: 7.

En una realizacién particular, el kit de la invencién comprende una primera pareja de cebadores constituida por
un cebador que comprende la secuencia de nucleétidos mostrada en la SEQ ID NO: 2 y un cebador que comprende
la secuencia de nucleétidos mostrada en la SEQ ID NO: 3, y una segunda pareja de cebadores estd constituida por un
cebador que comprende la secuencia de nucleétidos mostrada en la SEQ ID NO: 6 y un cebador que comprende la
secuencia de nucleétidos mostrada en la SEQ ID NO: 7.

En otra realizaci6n particular, el kit de la invencién comprende, ademds, una sonda capaz de detectar el producto
de amplificacién del gen rerA consistente en un producto que comprende la totalidad o una parte de la regién del gen
retA comprendida entre el nucle6tido 592 y el nucleétido 884 de la secuencia de nucleétidos mostrada en la SEQ ID
NO: 1, preferentemente entre los nucleétidos 688 y 739 de dicha secuencia de nucleétidos mostrada en la SEQ ID
NO: 1. Asf, en una realizacién particular, dicha sonda comprende, o estd constituida por, la secuencia de nucleétidos
mostrada en la SEQ ID NO: 4.

En otra realizacién particular, el kit de la invencién comprende, ademés de la sonda capaz de detectar el producto de
amplificacién del gen rezA, una segunda sonda capaz de detectar el producto de amplificacién del gen zezB, consistente
en un producto que comprende la totalidad o una parte de la regién del gen rezB comprendida entre el nucleétido 75 y
el nucleétido 400 de la secuencia de nucleétidos mostrada en la SEQ ID NO: 5, preferentemente entre los nucle6tidos
118 y 172 de dicha secuencia de nucle6tidos mostrada en la SEQ ID NO: 5. En una realizacién particular del kit de
la invencién, dicha segunda sonda comprende, o estd constituida por, la secuencia de nucleétidos mostrada en la SEQ
ID NO: 8.

En una realizacién particular, el kit de la invencién comprende una primera sonda que comprende, o estd constituida
por, la secuencia de nucleétidos mostrada en la SEQ ID NO: 4 y una segunda sonda que comprende, o estéd constituida
por, la secuencia de nucleétidos mostrada en la SEQ ID NO: 8.

En una realizacién particular, la sonda o sondas presentes en el kit de la invencién comprende(n) en su extremo 5’
un pigmento reportero y en su extremo 3’ un pigmento quencher, preferentemente, un MGB en su extremo 3°.

En otra realizacién particular, el kit comprende, un agente intercalante fluorescente, tal como SYBR Green.

En otra realizacién particular, el kit de la invencién comprende, ademds, un ADN exdgeno cuyos extremos con-
tienen secuencias que pueden ser amplificadas usando los mismos cebadores capaces de amplificar la totalidad o una
parte de la regi6én del gen rerA comprendida entre el nucleétido 592 y el nucleétido 884 de la secuencia de nucledtidos
mostrada enla SEQ ID NO: 1. En otra realizacién particular, el kit de la invencién comprende, ademés de dicho primer
ADN exégeno, un segundo ADN exdgeno cuyos extremos contienen secuencias que pueden ser amplificadas usando
los mismos cebadores capaces de amplificar la totalidad o una parte de la regién del gen rezB comprendida entre el
nucleétido 75 y el nucleétido 400 de la secuencia de nucleétidos mostrada en la SEQ ID NO: 5.

El empleo del kit de la invencién constituye un aspecto adicional de esta invencién. Por tanto, en otro aspecto, la
invencién se relaciona con el uso de un kit de la invencién para la deteccién y/o cuantificacién de bacterias resistentes
a tetraciclina en una muestra.

En una realizacién particular, dichas bacterias resistentes a tetraciclina son bacterias gram negativas. En otra rea-
lizacién particular, las bacterias resistentes a tetraciclina son bacterias patégenas, especialmente bacterias patdgenas
que causan una enfermedad derivada de la ingestién de alimentos infectados con dichas bacterias en animales, en
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particular, en humanos. Ejemplos ilustrativos, no limitativos de bacterias resistentes a tetraciclina incluyen bacterias
pertenecientes a los géneros Acinetobacter, Aeromonas, Edwardsiella, Escherichia, Klebsiella, Laribacter, Pseudomo-
nas, Salmonella, Shigella, Vibrio, Yersinia, etc., tales como Acinetobacter baumannii, Aeromonas punctata, Aeromo-
nas salmonicida, Edwardsiella tarda, Escherichia coli, Klebsiella sp., Laribacter hongkongensis, Pseudomonas sp.,
Salmonella enterica, Salmonella enteritidis, Salmonella typhimurium, Shigella flexneri, Shigella sonnei, Vibrio sp.,
Yersinia ruckeri, etc. En un realizacion particular, dichas bacterias resistentes a tetraciclina son bacterias de la especie
Salmonella enterica pertenecientes a distintas subespecies (subsp.), por ejemplo, Salmonella enterica subsp. enterica
serovar Brandenburg, Salmonella enterica subsp. enterica serovar Cholerasuis, Salmonella enterica subsp. enterica
serovar Dublin, Salmonella enterica subsp. enterica serovar Kentucky, etc.

En una realizacién particular, la muestra se selecciona del grupo que comprende una muestra ambiental, una
muestra biolégica y una muestra alimentaria.

Los siguientes ejemplos son ilustrativos de la invencién y no pretenden ser limitativos de la misma.

Ejemplo 1
Deteccion y Cuantificacion de bacterias resistentes a tetraciclina
1. Materiales y Métodos

Cepas bacterianas y condiciones de cultivo

Para realizar una curva patrén, se utilizaron dos cepas de referencia: Escherichia coli BM13 (C600 RifR)/RP4
{suministrada por el Instituto Pasteur), con el determinante rezA, y Escherichia coli NCTC 50365 (suministrado por el
Centro Nacional de Cultivos Tipo o NCTC), con el gen zerB. Ambos cultivos fueron incubados a 41°C en Violet Red
Bile agar with Glucose (VRBG) (Liofilchem).

Tras 24 horas de incubacién, las colonias aisladas se incocularon en Brain Heart Infusion (BHI) (Difco) a 31°C
hasta su saturacién, cuando ambos cultivos alcanzaron una concentracién de 10° ufe/mL (unidades formadoras de
colonias/ml).

Aislamiento del ADN

E1 ADN de cultivos puros se aislé usando High Pure PCR Template Preparation Kit (Roche, Mannheim, Germany),
usando el protocolo para bacterias y levaduras y siguiendo las indicaciones del fabricante. De igual manera, el ADN
artificialmente inoculado a muestras de comida se aislé usando el mismo kit y protocolo. Tras la extraccién, el ADN
se guardé a -20°C.

Secuenciacion del ADN y disefio de cebadores

Los determinantes zerA y retB se eligieron como dianas para determinar y cuantificar los dos genes de resistencia a
tetraciclinas en células gram negativas (Fan, W., er al. 2007. Mol. Cell. Probes. 21:245-256).

El plasmido pTOJO2 (Gene bank accesion number: AJ313332.1) sirvié de modelo para comparar las distintas
secuencias con otras bacterias, algunas de ellas patégenas, y el plismido HB101 de E. coli NCTC 50365 sirvié como
modelo para el gen retB.

Se realizaron alineamientos usando el algoritmo ClustalX (1.81) para las siguientes secuencias de terA (Gene bank
accesion number): CPO00971, AB366441, AM746674, EF679779, EF633507, AY214164.3, AY333434, DQ464880,
AY458016, AF542061, X61367, AJ634602, A1628353, AY509004, EU664602, AJ419171, AY608912, AF534183,
AF502943, AF497970, AI307714, 129404, AI517790.2, AM261760, CR376602, CU459141, DQ645594. En la Fi-
gura 3 se muestran los resultados de dicho alineamiento.

Para rerB se analizaron las secuencias (Gene bank accesion number). AB089594, EF646764, AB089592,
ABO089587, AB089590, AB089593, AM886293, AM746675.2, AM412236, AF250878, ALS513383, AB089588,
AB089595, AF223162, AB089585, AF326777.3, AB366440, AJ277653, AY528506.1, V00611.1, CP001122.1,
CP000602, DQ835008, DQ316139, EF467365. En la Figura 4 aparecen los resultados de dicho alineamiento.

Tras el alineamiento se seleccioné una regién altamente conservada entre todas las cepas. Los cebadores y las
sondas se disefiaron usando el software Primer Express 2.0.

16

60



Resultados

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 370 850 B2

Reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real (RT-gPCR)

Los cebadores, sondas y el Environmental Master Mix 2.0 {que contienen ROX como una referencia pasiva, la Taq
polimerasa, asf como nucleétidos y tampén necesarios) se obtuvieron de Applied Biosystems (Warrington, UK).

La cuantificacién se realizé con un termociclador ABI PRISM 7000 (Applied Biosystems).
Para un volumen total de reaccién de 25 pL., la mezcla reactivos consta de:

- 50ng ADN

- 12,5 pl. Master Mix

- 2,25 pl. cebador directo

- 2,25 pl. cebador reverso y

- 0,5 uL sonda TagMan

- Agua PCR

Los cebadores (primers) y sonda Tagman disefiados para cada determinante, son los siguientes:
e Para teiA:

Cebador directo: CCGCGCTTTGGGTCATT (SEQ ID NO: 2)

Cebador reverso: TGGTCGCGTCCCAGTGA (SEQ ID NO: 3)

Sonda Tagman MGB: TCGGCGAGGATCG (SEQ ID NO: 4)

o Para tetB:
Cebador directo: AGGCGCATCGCTGGATT (SEQ ID NO: 6)
Cebador reverso: CAGCATCCAAAGCGCACTT (SEQ ID NO: 7)
Sonda Tagman MGB: CTTATTGCTGGCTTTTT (SEQ ID NO: 8)
Estos cebadores amplifican una regién de 51 pb dentro del gen zerA y un fragmento de 55 pb en el gen zerB,
respectivamente.
Las condiciones de trabajo son las siguientes:
- 10 minutos/95°C, para la activacién de la polimerasa (1 sola vez)
- 15 segundos/95°C, para la desnaturalizacién del ADN, y 1 min/60°C, para las fases de anillamiento y
extensién (ambas 40 ciclos).
Al introducir los datos en el termociclador se indicar4 la concentracién en ufe/ml de cada estiandar, de tal modo
que al acabar la amplificacién se obtendrd una relacién directa de estas unidades frente a los valores de Ct del equipo.
Las muestras para las curvas patrén se realizaron por triplicado y las muestras de comida por duplicado. Se inclu-
yeron controles negativos en todos los tests y se realizaron afiadiendo todos los elementos a excepcién de la muestra
de ADN.
Ensayos cuantitativos
Para la cuantificacién, se elaboraron unas curvas patrén usando en un primer paso diluciones seriadas a partir de
cultivos saturados de las cepas E. coli BM13 (C600 RifR)/RP4 (retA) y E. coli NCTC 50365 (tetB) en el medio “Brain

Heart Infusion” (Difco), cubriendo un rango de 1 a 10° ufc/mL deferminados por medio de diferentes conteos en
placas de Agar Court (PCA, del inglés “Plate Court Agar™).
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En un segundo paso, se realizan diluciones seriadas de los mismos cultivos saturados mezclados con diferentes
tipos de comida en cada caso, cubriendo un rango de 10" a 10° ufc/g. Se extrajo el ADN de 200 pL de cada dilucién
usando el kit High Pure PCR Template Preparation Kit (Roche).

Preparacion de las muestras para la preparacion de ensayos de sensibilidad

Distintas muestras de carne (pollo y pavo) y pescado {(merluza) fueron inoculadas para realizar los ensayos de
cuantificacién en alimentos. Para la inoculacién, 35 g de cada muestra fueron cortados asépticamente y afiadidos a
315 ml de tampdn de agua de peptona (Merck) en una bolsa estéril con un filtro lateral. Posteriormente, las muestras
fueron homogeneizadas durante 2 minutos con un homogeneizador (AES laboratoire, Mix 2). Se rellenaron 9 tubos
para cada gen de resistencia a tetraciclina con 9 ml del homogeneizado por la parte del filtro de la bolsa. De los tubos,
uno fue inoculado con 1 ml de cultivo saturado de E. coli BM13 (C600 RifR)/RP4, para la cuantificacién del gen rerA
y otro tubo con E. coli NCTC 50365, para terB. El resto de tubos fue inoculado con diluciones seriadas de orden 10,
cubriendo un rango de 1 a 10° ufe/mL(que corresponde a una concentracién final de 10 a 10° ufe/g). Como control
negativo se analizaron dos alicuotas no inoculadas.

1. Resultados
Especificidad del ensayo

Se realizaron ensayos independientes para los genes zetA y tetB, por separado, usando diferentes cepas con y sin
dicho gen de resistencia a tetraciclina. No se detect6 la amplificacién cuando se utilizaba ADN de bacterias sin el gen
correspondiente. Solamente se amplific6 el ADN de las bacterias que presentaban el gen correspondiente.

Sensibilidad y cuantificacion del rango

El rango de cuantificacién se determiné usando cultivos puros y diferentes tipos de comida como pescado y carne.
Para los cultivos puros, la sensibilidad del método se determiné usando ADN insertado en plasmidos. Asf, se utilizaron
como muestra de DNA 200 gL de cultivos saturados de E. coli BM13 (C600 RifR)/RP4 (retA) y E. coli NCTC 50365
(tetB) de diluciones decimales a partir de una dilucién con una concentracién de 10° ufe/mL en ambos casos.

La curva patrén de la Figura 5, muestra una relacién linear entre las ufc (log ufc input) y el Ct (del inglés “threshold
cycle™). Para el gen tetA, la pendiente de la curva fue de -3,33 y el R? (del inglés “lineal regression coefficient” o
coeficiente de regresion lineal) fue de 0,9853. El limite de deteccién fue de 5 ufe/mlL teéricamente (Ct 35,37), con una
desviacion estandar (SD) de 0,34, puesto que el volumen inicial de la extraccién de ADN fue de 200 pL.. Resultados
similares se obtuvieron para el gen zetB, en donde la pendiente de la curva fue de -2,74 y el R? de 0,9932, calculdndose
asf un limite de deteccién teérico de S0 ufc/ml (Ct 37,21, SD 0,04).

El limite minimo de deteccién también fue examinado en muestras de carne y pescado, usando carne de pavo
como estdndar. Ambas muestras fueron inoculadas con E. coli con los genes tefA y terB, tal y como se ha indicado
en el apartado de Materiales y Métodos. En todos los casos se observa una relacién lineal entre el “log ufc input” y
el Ct. La carne inoculada con E. coli BM13 (C600 RifR)/RP4 (zetA) (Figura 6) presentaba una pendiente de la curva
de -3,2067 y un coeficiente R? de 0,9925, por lo que el limite de detecci6n es de 5x10? ufe/g (Ct 34,52, SD 0,2). La
carne de pavo inoculada con E. coli NCTC 50365 (rezB) (Figura 6) mostraba una pendiente de -3,27 y un coeficiente
R? de 0,9893, siendo asf el lfmite de deteccién también de 5x10? ufc/g (Ct 38,18, SD 0,9). Estos valores se aproximan
al valor 6ptimo de -3,32 (Higuchi, R., er al. 1993. Bio-Technology. 11:1026-1030).

Por otro lado, el pescado inoculado con los mismos microorganismos mostré resultados similares, resultando para
tetA una pendiente de -2,98, un R? de0,9887 y un lfmite de 5x10* ufc/g (Ct 35,00, SD 0,9), siendo estos valores
similares a los recomendados por Higuchi er al., (1993) citado supra. Para tetB en el pescado, la pendiente fue de
-2,53 (Ct 34,88, SD 0,8), y el coeficiente R? fue de 0,9954 (Figura 7).

Deteccién y cuantificacion de bacterias resistentes a tetraciclina en comida

Se analizaron 30 muestras para la deteccién de genes rerA y retB: 10 muestras de carne de pavo, 10 de carne de
pollo (Figura 8) y 10 muestras de merluza (Figura 9). Estas muestras sirvieron de muestra para la determinacién y
cuantificacién de bacterias resistentes a tetraciclina aisladas directamente de alimentos. Estos alimentos, procedentes
de supermercados, se seleccionaron por ser una representaciéon de productos de origen animal que son consumidos
de manera habitual en nuestra sociedad y que frecuentemente estin contaminados con bacterias entéricas, siendo en
estas bacterias donde aparecen los genes seleccionados (Chopra,l. e al. 2001. Microbiology and Molecular Biology
Reviews. 65:232-260). La presencia de ambos genes zerA y retB y la cuantificacién de ufc se realizé tal y como se
describe en el apartado de Materiales y Métodos.

Como se puede ver en las Figuras 8 y 9 la cuantificacién de la contaminacién en muestras de comida con bacterias

resistentes a tetraciclinas (en ufc/g) medida con la tecnologia de la invencién, se correlaciona perfectamente con la
cuantificacién usando técnicas de microbiologia tradicionales.
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REIVINDICACIONES

1. Un método in vitro para la deteccién y/o cuantificacién de bacterias resistentes a tetraciclina en una muestra que
comprende

(i) realizar una reaccién de amplificacién a partir de una preparacién de dcidos nucleicos derivada de dicha
muestra empleando una pareja de cebadores capaz de amplificar la totalidad o una parte de la regién del
gen retA comprendida entre el nucle6tido 592 y el nucle6tido 884 de la secuencia de nucledtidos mostrada
enla SEQIDNO: 1,y

(ii) detectar el producto de amplificacién generado en la etapa (i).

2. Método segiin la reivindicacién 1, que comprende ademds una etapa (iii) para cuantificar dichas bacterias resis-
tentes a tetraciclina.

3. Método segiin cualquiera de las reivindicaciones 1 6 2, en el que las bacterias resistentes a tetraciclina se se-
leccionan de los géneros Acinetobacter, Aeromonas, Edwardsiella, Escherichia, Klebsiella, Laribacter, Pseudomonas,
Salmonella, Shigella, Vibrio y Yersinia.

4. Método segiin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que dichas bacterias resistentes a tetraciclina son
bacterias patégenas de humanos.

5. Método segiin la reivindicacién 4, en el que dichas bacterias resistentes a tetraciclina se seleccionan del gru-
po de bacterias formado por Acinetobacter baumannii, Aeromonas punctata, Aeromonas salmonicida, Edwardsiella
tarda, Escherichia coli, Klebsiella sp., Laribacter hongkongensis, Pseudomonas sp., Salmonella enterica, Salmonella
enteritidis, Salmonella typhimurium, Shigella flexneri, Shigella sonnei, Vibrio sp. y Yersinia ruckeri.

6. Método segiin la reivindicacién 5, en el que dichas bacterias resistentes a tetraciclina son bacterias de la especie
Salmonella enterica seleccionadas del grupo formado por Salmonella enterica subsp. enterica serovar Brandenburg,
Salmonella enterica subsp. enterica serovar Cholerasuis, Salmonella enterica subsp. enterica serovar Dublin y Sal-
monella enterica subsp. enterica serovar Kentucky.

7. Método segtin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que la reaccién de amplificacién se lleva a cabo en
presencia de un ADN exégeno cuyos extremos contienen secuencias que pueden ser amplificadas usando los mismos
cebadores capaces de amplificar la totalidad o una parte de la regién del gen zerA comprendida entre el nucleétido 592
y el nucleétido 884 de la secuencia de nucleétidos mostrada en la SEQ ID NO: 1.

8. Método segiin cualquiera de las reivindicaciones 2 a 7, que comprende, ademis, las siguientes etapas:

a) efectuar diluciones seriadas de unidades formadoras de colonias de un microorganismo control que posee
un pldsmido que codifica para el gen de resistencia a tetraciclina rezA,

b) realizar una curva patrén de las diluciones obtenidas en la etapa a) empleando una pareja de cebadores
capaz de amplificar la totalidad o una parte de la regién del gen rezA comprendida entre el nucle6tido 592
y el nucleétido 884 de la secuencia de nucledtidos mostrada en la SEQ IDNO: 1,y

¢) determinar las unidades formadoras de colonias relacionando el resultado de la cuantificacién obtenido en
la etapa (iii) del método de cuantificacién definido en la reivindicacién 2 con la curva patrén obtenida en
la etapa b).

9. Método segtin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en el que dicha pareja de cebadores estéd constituida por
un cebador que comprende la secuencia de nucleStidos mostrada en la SEQ ID NO: 2 y un cebador que comprende la
secuencia de nucleétidos mostrada en la SEQ ID NO: 3.

10. Método seglin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en el que la reaccién de amplificacién se lleva a cabo
mediante una reaccién en cadena de la polimerasa a tiempo real.

11. Método segtin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en el que deteccién del producto de amplificacién se
lleva a cabo mediante el empleo de una sonda marcada.

12. Método segiin la reivindicacién 11, en el que dicha sonda comprende en su extremo 5’ un pigmento reportero
y en su extremo 3’ un pigmento quencher.

13. Método segiin la reivindicacion 12, en el que dicha sonda comprende en su extremo 3’ un MGB (minor groove
binder).
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14. Método segiin cualquiera de las reivindicaciones 11 a 13, en el que dicha sonda comprende la secuencia de
nucleétidos mostrada en la SEQ ID NO: 4.

15. Método segtin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14 que comprende ademds realizar una segunda reaccién
de amplificacién empleando una segunda pareja de cebadores capaz de amplificar la totalidad o una parte de la regién
del gen rezB comprendida entre el nucleétido 75 y el nucleétido 400 de la secuencia de nucle6tidos mostrada en la
SEQ ID NO: 5.

16. Método segiin la reivindicacién 15, que comprende ademds una etapa (iii) para cuantificar dichas bacterias
resistentes a tetraciclina.

17. Método segiin cualquiera de las reivindicaciones 15 6 16, en el que las bacterias resistentes a tetraciclina se se-
leccionan de los géneros Acinetobacter, Aeromonas, Edwardsiella, Escherichia, Klebsiella, Laribacter, Pseudomonas,
Salmonella, Shigella, Vibrio y Yersinia.

18. Método segiin cualquiera de las reivindicaciones 15 a 17, en el que dichas bacterias resistentes a tetraciclina
son bacterias patégenas de humanos.

19. Método segiin la reivindicacién 18, en el que dichas bacterias resistentes a tetraciclina se seleccionan del gru-
po de bacterias formado por Acinetobacter baumannii, Aeromonas punctata, Aeromonas salmonicida, Edwardsiella
tarda, Escherichia coli, Klebsiella sp., Laribacter hongkongensis, Pseudomonas sp., Salmonella enterica, Salmonella
enteritidis, Salmonella typhimurium, Shigella flexneri, Shigella sonnei, Vibrio sp. y Yersinia ruckeri.

20. Método segiin la reivindicacién 19, en el que dichas bacterias resistentes a tetraciclina son bacterias de la
especie Salmonella enterica seleccionadas del grupo formado por Salmonella enterica subsp. enterica serovar Bran-
denburg, Salmonella enterica subsp. enterica serovar Cholerasuis, Salmonella enterica subsp. enterica serovar Dublin
y Salmonella enterica subsp. enterica serovar Kentucky.

21. Método segiin cualquiera de las reivindicaciones 15 a 20, en el que la reaccién de amplificacién se lleva a
cabo en presencia de un ADN exdégeno cuyos extremos contienen secuencias que pueden ser amplificadas usando
los mismos cebadores capaces de amplificar la totalidad o una parte de la regién del gen rezd comprendida entre el
nucleétido 592 y el nucleétido 884 de la secuencia de nucleétidos mostrada en la SEQ ID NO: 1 y/o en presencia de un
ADN exégeno cuyos extremos contienen secuencias que pueden ser amplificadas usando los mismos cebadores que
los usados para amplificar una regién de los genes rerB capaces de amplificar la totalidad o una parte de una regién del
gen retB comprendida entre el nucleétido 75 y el nucledtido 400 de la secuencia de nucledtidos mostrada en la SEQ
ID NO: 5.

22. Método segiin cualquiera de las reivindicaciones 16 a 21, que comprende, ademds, las siguientes etapas:

a) efectuar diluciones seriadas de unidades formadoras de colonias de un microorganismo control que posee
un plasmido que codifica para el gen de resistencia a tetraciclina rezA,

b) realizar una curva patrén de las diluciones obtenidas en la etapa a) empleando una pareja de cebadores
capaz de amplificar la totalidad o una parte de la regi6én del gen rerA comprendida entre el nucleétido 592
y el nucledtido 884 de la secuencia de nucle6tidos mostrada en la SEQ ID NO: 1,

c) realizar diluciones seriadas de unidades formadores de colonia de un microorganismo control que posee
un plasmido que codifica para el gen de resistencia a tetraciclina rezB,

d) realizar una curva patrén de las diluciones obtenidas en la etapa ¢) empleando una pareja de cebadores
capaz de amplificar la totalidad o una parte de la regién del gen rezB comprendida entre el nucle6tido 75 y
el nucleétido 400 de la secuencia de nucleétidos mostrada en la SEQ ID NO: 5, y

e) determinar las unidades formadoras de colonias relacionando el resultado de la cuantificacién obtenida en
la etapa (iii) del método de cuantificacién definido en la reivindicacién 16 con las curvas patrén obtenidas
en las etapas b) y d).

23. Método segiin cualquiera de las reivindicaciones 15 a 20, en el que la primera pareja de cebadores estd cons-
tituida por un cebador que comprende la secuencia de nucledtidos mostrada en la SEQ ID NO: 2 y un cebador que
comprende la secuencia de nucle6tidos mostrada en la SEQ ID NO: 3 y la segunda pareja de cebadores estd constituida
por un cebador que comprende la secuencia de nucleétidos mostrada en la SEQ ID NO: 6 y un cebador que comprende
la secuencia de nucleétidos mostrada en la SEQ ID NO: 7.

24. Método segiin cualquiera de las reivindicaciones 15 a 23, en el que dicha reaccién de amplificacién se lleva a
cabo mediante una reaccién en cadena de la polimerasa a tiempo real.

20

64



Resultados

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 370 850 B2

25. Método segtin cualquiera de las reivindicaciones 15 a 24, en el que la deteccién de los productos de amplifica-
cién se lleva a cabo mediante el empleo de sondas marcadas.

26. Método segtin la reivindicacién 25, en el que dichas sondas comprenden en su extremo 5’ un pigmento reportero
y en su extremo 3’ un pigmento quencher.

27. Método segiin la reivindicacién 26, en el que dichas sondas comprenden en su extremo 3" un MGB.

28. Método segiin cualquiera de las reivindicaciones 25 a 27, en el que dicha primera sonda comprende la secuencia
de nucleétidos mostrada en la SEQ ID NO: 4 y la segunda sonda comprende la secuencia de nucleétidos mostrada en
la SEQ ID NO: 8.

29. Método segiin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 28, en el que dicha preparacién de dcidos nucleicos
comprende ADN genémico y/o plasmidico y/o ADNc obtenido a partir del ARN.

30. Método segiin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 29, en el que dicha muestra es una muestra ambiental, una
muestra alimentaria, una muestra biolégica o una muestra clinica.

31. Un oligonucleétido seleccionado del grupo de oligonucleétidos cuya secuencia de nucleétidos se muestra en
las secuencias SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8 y sus
combinaciones.

32. Una pareja de oligonucleétidos seleccionada entre las parejas de oligonucleétidos formadas por:

a) una pareja de oligonucledtidos constituida por un oligonucleétido que tiene la secuencia de nucleétidos
mostrada en la SEQ ID NO: 2 y la secuencia de nucleétidos mostrada en la SEQ ID NO: 3; y

b) una pareja de oligonucledtidos constituida por un oligonucleétido que tiene la secuencia de nucledtidos
mostrada en la SEQ ID NO: 6 y la secuencia de nucleétidos mostrada en la SEQ ID NO: 7.

33. Un kit que comprende una primera pareja de cebadores capaz de amplificar la totalidad o una parte de una
regién del gen retA comprendida entre el nucledtido 592 y el nucle6tido 884 de la secuencia de nucle6tidos mostrada
en la SEQ ID NO: 1.

34. Kit segiin la reivindicacién 33, que comprende, ademds, una segunda pareja de cebadores capaz de amplificar
la totalidad o una parte de la regién del gen rerB comprendida entre el nucleétido 75 y el nucleétido 400 de la secuencia
de nucledtidos mostrada en la SEQ ID NO: 5.

35. Kit segiin la reivindicacién 34, en el que dicha primera pareja de cebadores esta constituida por un cebador
que comprende la secuencia de nucleétidos mostrada en la SEQ ID NO: 2 y un cebador que comprende la secuencia
de nucleétidos mostrada en la SEQ ID NO: 3 y la segunda pareja de cebadores estd constituida por un cebador que
comprende la secuencia de nucleétidos mostrada en la SEQ ID NO: 6 y un cebador que comprende la secuencia de
nucleétidos mostrada en la SEQ ID NO: 7.

36. Kit segiin cualquiera de las reivindicaciones 33 a 35, que comprende, al menos, una primera sonda capaz de
identificar el producto de amplificacién, amplificado mediante una reaccién de amplificacién en presencia de dicha
primera pareja de cebadores y, opcionalmente, una segunda sonda capaz de detectar el producto de amplificacién,
amplificado mediante una reaccién de amplificacién en presencia de dicha segunda pareja de cebadores.

37. Kit segtin la reivindicacién 36, en el que dicha primera y/o segunda sonda comprende en su extremo 5’ un
pigmento reportero y en su extremo 3’ un pigmento guencher.

38. Kit segtin la reivindicacién 37, en el que dicha sonda comprende en su extremo 3’ un MGB.

39. Kit segtin cualquiera de las reivindicaciones 36 a 38, en el que dicha primera sonda comprende la secuencia de
nucleétidos mostrada en la SEQ ID NO: 4 y dicha segunda sonda comprende la secuencia de nucleétidos mostrada en
la SEQ ID NO: 8.

40. Kit segiin cualquiera de las reivindicaciones 33 a 38, que comprende, ademds, un primer ADN exdgeno cuyos
extremos contienen secuencias que pueden ser amplificadas usando los mismos cebadores capaces de amplificar la
totalidad o una parte de laregién del gen retA comprendida entre el nucledtido 592 y el nucleétido 884 de la secuencia
de nucleétidos mostrada en la SEQ ID NO: 1 y un segundo ADN exégeno cuyos extremos contienen secuencias que
pueden ser amplificadas usando los mismos cebadores capaces de amplificar la totalidad o una parte de la regién del
gen terB comprendida entre el nucleétido 75 y el nucledtido 400 de la secuencia de nucleétidos mostrada en la SEQ
IDNO: 5.
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41. Uso de un kit segiin cualquiera de las reivindicaciones 33 a 40 para la deteccién y/o cuantificacién de bacterias
resistentes a tetraciclina en una muestra.

42. Uso segiin la reivindicacién 41, en el que dichas bacterias resistentes a tetraciclina se seleccionan de los géneros
Acinetobacter, Aeromonas, Edwardsiella, Escherichia, Klebsiella, Laribacter, Pseudomonas, Salmonella, Shigella,
Vibrio y Yersinia.

43. Uso segtin cualquiera de las reivindicaciones 41 6 42, en el que dichas bacterias resistentes a tetraciclina son
bacterias patégenas de humanos.

44. Uso segiin cualquiera de las reivindicaciones 41 a 43, en el que dichas bacterias resistentes a tetraciclina se
seleccionan del grupo de bacterias formado por Acinetobacter baumannii, Aeromonas punctata, Aeromonas salmoni-
cida, Edwardsiella tarda, Escherichia coli, Klebsiella sp., Laribacter hongkongensis, Pseudomonas sp., Salmonella
enterica, Salmonella enterinidis, Salmonella typhimurium, Shigella flexneri, Shigella sonnei, Vibrio sp.y Yersinia ruc-
keri.

45. Uso segiin la reivindicacién 44, en el que dichas bacterias resistentes a tetraciclina son bacterias de la especie
Salmonella enterica seleccionadas del grupo formado por Salmonella enterica subsp. enterica serovar Brandenburg,
Salmonella enterica subsp. enterica serovar Cholerasuis, Salmonella enterica subsp. enterica serovar Dublin y Sal-
monella enterica subsp. enterica serovar Kentucky.

46. Uso segtin cualquiera de las reivindicaciones 41 a 45, en el que dicha muestra es una muestra ambiental, una
muestra alimentaria, una muestra biolégica o una muestra clinica.
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Figura 1

>AJ313332

GTGAAACCCAACAGACCCCTGATCGTAATTCTGAGCACTGTCGCGCTCGAC
GCTGTCGGCATCGGCCTGATTATGCCGGTGCTGCCGGGCCTCCTGCGCGATCTG
GTTCACTCGAACGACGTCACCGCCCACTATGGCATTCTGCTGGCGCTGTATGCG
TTGATGCAATTTGCCTGCGCACCTGTGCTGGGCGCGCTGTCGGATCGTTTCGGGC
GGCGGCCGGTCTTGCTCGTCTCGCTGGCCGGCGCTGCTGTCGACTACGCCATCA
TGGCGACGGCGCCTTTCCTTTGGGTTCTCTATATCGGGCGGATCGTGGCCGGCAT
CACCGGGGCGACTGGGGCGGTAGCCGGCGCTTATATTGCCGATATCACTGATGG
CGATGAGCGCGCGCGGCACTTCGGCTTCATGAGCGCCTGTTTCGGGTTCGGGAT
GGTCGCGGGACCTGTGCTCGGTGGGCTGATGGGCGGTTTCTCCCCCCACGGTCC
GTTCTTCGCCGCGGCAGCCTTGAACGGCCTCAATTTCCTGACGGGCTGTTTCCTT
TTGCCGGAGTCGCACAAAGGCGAACGCCGGCCGTTACGCCGGGAGGCTCTCAA
CCCGCTCGCTTCGTTCCGGTGGGCCCGGGGCATGACCGTCGTCGCCGCCCTGAT
GGCGGTCTTCTTCATCATGCAACTTGTCGGACAGGTGCCGGH
(¢ ,CGATCGGCATTTCGCTT
GCCGCATTTGGCATTCTGCATTCACTCGCCCAGGCAATGATCACCGGCCCTGTA
GCCGCCCGGCTCGGCGAAAGGCGGGCACTCATGCTCGGAATGATTGCCGACGG
CACAGGCTACATCCTGCTTGCCTTCGCGACACGGGGATGGATGGCGTTCCCGAT
CATGGTCCTGCTTGCTTCGGGTGGCATCGGAATGCCGGCGCTGCAAGCAATTTT
GTCCAGGCAGGTGGATGAGGAACGTCAGGGGCAGCTGCAAGGCTCACTGGCGG
CGCTCACCAGCCTGACCTCGATCGTCGGACCCCTCCTCTTCACGGCGATCTATGC
GGCTTCTATAACAACGTGGAACGGGTGGGCATGGATTGCAGGCGCTGCCCTCTA
CTTGCTCTGCCTGCCGGCGCTGCGTCGCGGGCTTTGGAGCGGCGCAGGGCAACG
AGCCGATCGCTGA
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Figura 2

>E. coli NCTC 50365

TAACCACTTTGGCGTATTGCTTGCACTTTATGCGTTAATGCAGGTTATCTTTG
CTCCTTGGCTTGGAAAAATGTCTGACCGATTTGGTCGGCGCCCAGTGCTGTTGTT
QTCATIAA

TATTTAGGC C GTTTGC TTTC AGGGATC AC AGGAGC TAC TGGGGC
TGTC GCGGCATCGGTCATTGCCGATACCACCTCAGCTTCTCAACGCGTGAAGTG
GTTCGGTTGGTTAGGGGCAAGTTTTGGGCTTGGTTTAATAGCGGGGCCTATTATT
GGTGGTTTTGCAGGAGAGATTTCACCGCATAGTCCCTTTTTTATCGCTGCGTTGC
TAAATATTGTCACTTTCCTTGTGGTTATGTTTTGGTTCCGTGAAACCAAAAATAC
ACGTGATAATACAGATACCGAAGTAGGGGTTGAGACGCAATCGAATTCGGTAT
ACATCACTTTATTTAAAACGATGCCCATTTTGTTGATTATTTATTTTTCAGCGCA
ATTGATAGGCCAAATTCCCGCAACGGTGTGGGTGCTATTTACCGAAAATCGTTT
TGGATGGAATAGCATGATGGTTGGCTTTTCATTAGCGGGTCTTGGTCTTTTACAC
TCAGTATTCCAAGCCTTTGTGGCAGGAAGAATAGCCACIAAATGGGGCGAAAAA
ACGGCAGTACTGCTCGGATTTATTGCAGATAGTAGTGCATTTGCCTTTTTAGCGT
TTATATCTGAAGGTTGGTTAGTTTTCCCTGTTTTAATTTTATTGGCTGGTGGTGGG
ATCKCTTTACCTGCATTACAGGGAGTGATGTCTATCCAAACAAAGAGTCATCAG
CAAGGTGCTTTACAGGGATTATTGGTGAGCCTTACCAATGCAACCGGTGTTATT
GGCCCATTACTGTTTGCTGTTATTTATAATCATTCACTACCACTTTGGGATGGCT
GGATTGATTA
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LISTA DE SECUENCIAS

<110> UNIVERSIDAD DE SANTIAGO DE COMPOSTELA

<120> METODOS Y REACTIVOS PARA LA DETECCION Y CUANTIFICACION DE BACTERIAS RESISTEN-
TES A TETRACICLINAS

<130> P486ES00

<160> 8

<170> PatentIn version 3.5

<210> 1
<211> 1200
<212> DNA

<213> Escherichia coli

<400> 1

gtgaaaccca

atcggcctga

gtcaccgccc

cctgtgctgg

gccggcegetg

atcgggcgga

gccgatatca

gggttcggga

ggtccgttct

ttgccggagt

gcttcgttcce

atcatgcaac

tttcactggg

ctcgcccagg

atgctcggaa

tggatggcgt
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ttatgccggt
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ctgtcgacta
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tggtcgcggyg

tcgcecgegge
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ttgtcggaca
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caatgatcac
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tcccgatcat

gatcgtaatt
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tctgctggeg

ggatcgtttce

cgccatcatg

catcaccggg

tgagcgcgceg

acctgtgctc

agccttgaac

cgaacgccgyg

gggcatgacc

ggtgccggcec

gatcggcatt

cggccctgta

cggcacaggce

ggtcctgett

ctgagcactg

ctcctgegeg

ctgtatgcgt

gggcggcegge

gcgacggcgc

gcgactgggg

cggcacttcg

ggtgggctga

ggcctcaatt

ccgttacgee

gtcgtcgecg

gcgctttggg

tcgecttgecg

gcecgeccggce

tacatcctgce

gcttcgggtg

tcgegetega

atctggttca

tgatgcaatt

cggtcttgcet

ctttecctttg

cggtageccgg

gcttcatgag

tgggcggttt
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gggaggctct

ccctgatggce

tcattttegg

catttggcat

tcggcgaaag

ttgccttege

gcatcggaat

cgctgtcgge
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cgtctcgcetg

ggttctctat

cgcttatatt

cgcctgtttc
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ctgtttcctt

caacccgctce

ggtcttctte

cgaggatcgce

tctgcattca
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gacacgggga

gccggegetg
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caagcaattt tgtccaggca
gcggcgctca ccagcctgac
gcttctataa caacgtggaa
tgcctgeecgg cgctgegteg
<210>2
<211>17

<212> DNA
<213> Artificial Sequence

<220>
<223> cebador tetA directo

<400> 2
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ggtggatgag gaacgtcagg ggcagctgca
ctcgatcgtc ggacccctce tcttcacgge

cgggtgggca tggattgcag gcgctgccct

cgggctttgg agcggcgcag ggcaacgagc

ccgcgctttg ggtcatt

<210>3

<211> 17

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> cebador tetA reverso

<400> 3

tggtcgcgtc ccagtga

<210> 4

<211> 13

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Sonda Tagman MGB fetA

<400> 4

tcggcgagga tcg

<210> 5

<211> 990

<212> DNA

<213> Escherichia coli

aggctcactg

gatctatgcg

ctacttgctc

cgatcgctga
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<400> 5
taaccacttt ggcgtattgc ttgcacttta tgcgttaatg caggttatct ttgctccttg 60
gcttggaaaa atgtctgacc gatttggtcg gcgcccagtg ctgttgttgt cattaatagg 120
cgcatcgctg gattacttat tgctggcttt ttcaagtgcg ctttggatgc tgtatttagg 180
ccgtttgett tcagggatca caggagctac tggggctgtc gcggcatcgg tcattgccga 240
taccacctca gcttctcaac gcgtgaagtg gttcggttgg ttaggggcaa gttttgggcet 300
tggtttaata gcggggccta ttattggtgg ttttgcagga gagatttcac cgcatagtcc 360
cttttttatc gctgcgttge taaatattgt cactttcctt gtggttatgt tttggttccg 420
tgaaaccaaa aatacacgtg ataatacaga taccgaagta ggggttgaga cgcaatcgaa 480
ttcggtatac atcactttat ttaaaacgat gcccattttg ttgattattt atttttcagc 540
gcaattgata ggccaaattc ccgcaacggt gtgggtgcta tttaccgaaa atcgttttgg 600
atggaatagc atgatggttg gcttttcatt agcgggtctt ggtcttttac actcagtatt 660
ccaagccttt gtggcaggaa gaatagccac taaatggggc gaaaaaacgg cagtactgct 720
cggatttatt gcagatagta gtgcatttgc ctttttagcg tttatatctg aaggttggtt 780
agttttccct gttttaattt tattggctgg tggtgggatc kctttacctg cattacaggg 840
agtgatgtct atccaaacaa agagtcatca gcaaggtgct ttacagggat tattggtgag 900
ccttaccaat gcaaccggtg ttattggccc attactgttt gctgttattt ataatcattc 960
actaccactt tgggatggct ggattgatta 990

<210> 6

<211> 17

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> Cebador directo tetB

<400> 6

aggcgcatcg ctggatt 17

<210>7

<211> 19

<212> DNA

<213> Artificial Sequence
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<220>
<223> Cebador zezB reverso

<400> 7

cagcatccaa agcgcactt

<210> 8

<211>17

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Sonda Tagman MGB retB

<400> 8

cttattgctyg gettttt

ES 2 370 850 B2
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Novedad (Art. 6.1 LP 11/1986) Reivindicaciones 1-46 S|
Reivindicaciones NO

Actividad inventiva (Art. 8.1 LP11/1986) Reivindicaciones 1-46 S|
Reivindicaciones NO

Se considera que la solicitud cumple con el requisito de aplicacién industrial. Este requisito fue evaluado durante la fase de
examen formal y técnico de la solicitud (Articulo 31.2 Ley 11/1986).

Base de la Opinidn.-

La presente opinidn se ha realizado sobre la base de la solicitud de patente tal y como se publica.
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OPINION ESCRITA

N° de solicitud: 201030856

1. Documentos considerados.-

A continuacion se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideracion para la
realizacion de esta opinion.

Documento Numero Publicacién o Identificacion Fecha Publicacién
DO1 YU Z et al. Applied and Environmental Microbiology. Noviembre 2005
2005. Vol. 71 (11), paginas: 6926-6933.
D02 AMINOV RI et al. Applied and Environmental Microbiology. Enero 2001
2001. Vol. 67 (1), paginas: 22-32.
D03 AMINOV RI et al. Applied and Environmental Microbiology. Abril 2002
2002. Vol. 68 (4), paginas: 1786-1793.
D04 NAWAZ M. Food Microbiology. 2008. Vol. 25, paginas: 85-91. 2008

2. Declaracién motivada segln los articulos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecucién de la Ley 11/1986, de 20 de
marzo, de Patentes sobre la novedad y la actividad inventiva; citas y explicaciones en apoyo de esta declaracion

La presente solicitud divulga un método in vitro, basado en técnicas de PCR a tiempo real, para deteccién y cuantificacion
de bacterias resistentes a tetraciclinas, en muestras alimentarias, biolégicas, clinicas, etc., empleando cebadores
especificos para la region del gen tetA comprendida entre los nucleétidos 592 y 884 de la secuencia definida como SEQ ID
NO:1 (reivindicaciones 1-35). La invenciéon también se refiere a un kit para la puesta en marcha de dichos métodos
(reivindicaciones 36-46).

El documento D01 divulga el desarrollo, validacion y uso de un método in vitro, basado en técnicas de PCR a tiempo real,
empleando cebadores adecuados, para deteccion y cuantificacion de varios grupos de genes (tef), de resistencia a
tetraciclinas, en bacterias procedentes de muestras de estiércol de ganado bovino y/o porcino (ver todo el documento).

El documento D02 se refiere al desarrollo, validacion y uso de cebadores para deteccion de genes resistentes a tetraciclinas
que codifican proteinas de proteccion ribosomal (RPPs). Basandose en el origen monofilético de estos genes, se disefian un
conjunto de cebadores capaces de reconocer fragmentos comunes en diversas especies bacterianas de distinta
procedencia. Estos cebadores son empleados para detectar genes de resistencia a tetraciclinas, que codifican proteinas
RPPs, en ADN aislado de bacterias procedentes de muestras de estiércol de ganado bovino y/o porcino (ver todo el
documento).

El documento DO3 se refiere al desarrollo, validacion y uso de cebadores para deteccion de genes relacionados con las
bombas de eflujo de tetraciclina en bacterias Gram-negativas. Basandose en el origen monofilético de estos genes, que
comparten 12 segmentos transmembrana, es posible disefiar un conjunto de cebadores adecuados para la deteccion de de
un amplio rango de genes, relacionados con las bombas de eflujo en bacterias Gram-negativas, para detectar resistencia a
tetraciclinas en ADN aislado de muestras de heces porcinas procedentes de aguas residuales y subterraneas profundas (ver
todo el documento).

El documento D04 se refiere al aislamiento y caracterizacion de especies del género Cifrobacter, resistentes a tetraciclinas
en siluro (lctalurus punctatus). Una vez aislados los microorganismos, se caracteriza la resistencia a tetraciclinas,
detectando la presencia de los genes de resistencia (tetA, tetB y tetC) mediante ensayos de PCR, empleando cebadores
especificos para estos genes (ver todo el documento).

1. NOVEDAD Y ACTIVIDAD INVENTIVA (Art. 6.1 y Art. 8.1 LP 11/1986)

La presente solicitud divulga un método in vitro, basado en técnicas de PCR a tiempo real, para deteccién y cuantificacion
de bacterias resistentes a tetraciclinas, en muestras alimentarias, bioldgicas, clinicas, etc., empleando cebadores
especificos para la region del gen tetA comprendida entre los nucleétidos 592 y 884 de la secuencia definida como SEQ ID
NO:1. La invencion también se refiere a un kit para la puesta en marcha de dichos métodos.

1.1. Reivindicaciones 146.

El documento D01 se considera el mas cercano en el estado de la técnica al objeto de la presente invencion, ya que anticipa
el desarrollo, validacion y uso de un método in vitro, basado en técnicas de PCR a tiempo real, para deteccion y
cuantificacion de varios grupos de genes de resistencia a tetraciclinas (tef), entre ellos el gen tetA, empleando cebadores
especificos, en ADN bacterias procedentes de muestras de estiércol de ganado bovino y/o porcino.

Informe del Estado de la Técnica Pagina 4/5
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La diferencia fundamental entre el objeto técnico de las reivindicaciones de la presente solicitud y el documento DO1 consiste
en las parejas de cebadores y sondas empleadas, que ademas de no coincidir con las empleadas en el documento D01, son
capaces de detectar, con un Unico ensayo, un fragmento del gen tetA muy conservado entre especies, por lo que se
considera que el objeto de las reivindicaciones de la presente solicitud no se encuentra en el estado de la técnica y tampoco
derivaria del mismo de forma evidente para un experto en la materia.

En conclusién, las reivindicaciones 1-46 cumplen los requisitos de novedad y actividad inventiva ((Art. 6.1 y 8.1) LP 11/1986).
Aungue los documentos D02-D04 también se refieren al desarrollo, validacion y uso de cebadores especificos para deteccion

de genes resistentes a tetraciclinas, tampoco coinciden con los desarrollados en la presente invencion y no se consideran
relevantes a efectos de la valoracion de la novedad y actividad inventiva de la presente solicitud.
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5.1.2 Reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real para la deteccion
cuantitativa de los genes de resistencia bacteriana a tetraciclina zez(A) y fet(B)

en alimentos
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A new, rapid, sensitive and specific method was developed to directly detect and quantify tetA and tetB in
food. Both tef genes are two of the most frequently present tetracycline resistance genes in Gram-negative
bacteria. A set of primers and Tagman probes was designed for each gene. The standard curves were
performed using Escherichia coli BM13 (C600 RifR)/RP4 and E. coli NCTC 50365, which carry tetA and tetB,
respectively. Meat and fish samples inoculated with these reference strains were used as a matrix to construct

5:‘::3;?[3;“ resistance the standard curves for the analysis of 20 samples of chicken meat and 10 samples of hake (Meriucius
Food merlucius). The limits of detection in pure culture were 5 cfu/mL (0.7 log cfu/mL) in the case of tetA, 50 cfu/mL
PCR (1.7 log cfu/mL) for tetB and 5x 10° cfu/g (2.7 log cfu/g) for both genes in food samples. The results obtained
tetA by real-time quantitative polymerase chain reaction (qPCR) were compared to counts of tetracycline-
tetB resistant bacteria obtained by plating extracts of poultry and hake samples in culture media supplemented
with 16 mg/L of tetracycline. Counts of tetracycline-resistant bacteria obtained by qPCR showed a positive
correlation, especially interesting when compared with microbiological counts of tetracycline-resistant
Enterobacteriaceae in poultry meat (r =0.5509) and with tetracycline-resistant mesophilic aerobic bacteria in
hake samples (r=0.7146). The obtained results demonstrate that this method could be a useful tool for the

direct quantification of the amount of bacterial strains that carry tetA and/or tetB genes in food samples.
© 2011 Elsevier B.V. All rights reserved.
1. Introduction Tetracyclines are broad-spectrum agents that show activity againsta

The emergence of antimicrobial-resistant bacterial pathogens after
several decades of antimicrobial use is becoming a major concern
(Martinez et al., 2009). During animal production, large amounts of
antimicrobials are used for disease control. As a consequence,
favorable conditions have been created for the emergence and
dissemination of antimicrobial-resistant bacteria (Aarestrup, 2005;
Miranda et al., 2007, 2008 ). Accordingly, many studies have reported
on the risks posed by antibiotic-resistant bacteria on human health,
which is a result of the untreatable diseases caused by some bacterial
pathogens (Levy, 1998; Levy and Marshall, 2004; White, 2006).

The use of antimicrobials as growth promoters has been prohibited
in the European Union (EU) (Regulation (EC) 1831/2003). However,
in many countries, their use is still allowed. Moreover, antimicrobials
are also employed for animal therapy or prophylaxis (Aarestrup,
2005; Guardabassi and Courvalin, 2006).

* Corresponding author at: Laboratorio de Higiene, Inspeccion y Control de
Alimentos, Facultad de Veterinaria pabellén 4 p.b., Campus Universitario 27002-Lugo,
Spain. Tel.: +34 982285900x22454; fax: +34 982254592.

E-mail address: carlos.franco@usc.es (C.M. Franco).

0168-1605/$ - see front matter © 2011 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi: 10.1016/j.ijfoodmicro.2011.02.026

wide range of Gram-positive and Gram-negative bacteria, and their
favorable antimicrobial properties have extended their use in the
therapy of animal infections. In fact, the widespread use of tetracyclines
in clinical practice has been responsible for the selection of resistant
organisms to this antimicrobial family (Chopra and Roberts, 2001).

Antimicrobial-resistance genes are transmissible between different
bacteria and from bacteria carried by food-producing animals to human
bacteria (Aarestrup, 2005). This ability depends on the presence and
transfer of resistance genes among bacteria, mutations and selection
pressure to keep antimicrobial-resistance genes in a bacterial popula-
tion (Bryan et al., 2004). Thus, tetracycline resistance (tet) genes, which
are often associated with mobile elements, have been spread among
bacterial species. Currently, over 40 tet genes have been identified
(Roberts, 2005). These antibiotic resistance genes can be studied by real-
time polymerase chain reaction (qPCR}, which is a rapid, effective and
handy tool, compared to conventional methods that are used in
microbiological research (Martinez et al., 2007).

Quantitative PCR represents an innovative and specific technique
(Klein, 2002; Rodriguez-lazaro et al., 2004} that is widely used in food
microbiology (Pennacchia et al., 2009}. However, most of the studies
regarding tetracycline resistance in microorganisms have employed
clinical samples or bacteria isolated from different matrices that can
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grow in the presence of tetracycline (Bryan et al., 2004). Nonetheless,
as far as we know, the quantification of tet genes has not been
performed directly from food samples. Thus, the aim of this work was
to develop a real-time assay using Tagman probes for the detection
and quantification in different foodstuffs of two of the most frequently
found tetracycline resistance genes in Gram-negative bacteria, tetA
and tetB (Chopra and Roberts, 2001). Consequently, this assay may
contribute to the assessment of the distribution of resistance genes in
the environment and to the relationship between the use of
antimicrobial agents in veterinary medicine and the spread of
antimicrobial resistance (Bryan et al., 2004).

2. Materials and methods
2.1. Bacterial strains and culture conditions

Two standard curves were generated using two reference strains,
Escherichia coli BM13 (C600 RifR)/RP4 and E. coli NCTC 50365, which
carry the tetA and tetB genes, respectively. The first strain was supplied
by the culture collection of the Institute Pasteur (Paris, France), while
the second was obtained from the National Culture Type Collection
(NCTC) (Health Protection Agency, Salisbury, UK). Both strains were
grown at 41°C in Violet Red Bile Glucose agar (VRBG)} (Merck,
Darmstadt, Germany). After 24 h of incubation, Brain Heart Infusion
(BHI) ( Difco, Detroit, MI, USA) tubes were inoculated with theseisolated
strains and subsequently incubated at 31 °C to obtain a concentration of
10° cfu/mL, which was determined by plating count in Plate Count Agar
(PCA) (Merck, Darmstadt, Germany).

2.2. DNA isolation

DNA was isolated using the High Pure PCR Template Preparation
Kit (Roche, Mannheim, Germany), according to the manufacturer’s
instructions for the isolation of nucleic acids from bacteria or yeast.
After isolation, the DNA was stored at — 20 °C.

2.3. DNA sequencing and primer design

The tetA and tetB genes were chosen as targets for the detection
and quantification because they represent the two of the most
important tetracycline resistance genes in Gram-negative bacteria
(Fan et al., 2007), especially in E. coli (Bryan et al., 2004; Lanz et al.,
2003).

The pTOJO2 E. coli plasmid sequence (GeneBank accession number:
AJ313332.1) was compared to other sequences in the National Center
for Biotechnology Information (NCBI) database by using the Blast
program for the tetA gene. The E. coli NCTC 50365 sequence served as a
template for the tetB gene.

Alignments were performed using the Clustal X (1.81) (Thompson
et al,, 1994) algorithm from the following GenBank accession numbers
for tetA: CP0O00971, AB366441, AM746674, EF679779, EF633507,
AY214164.3, AY333434, DQ464880, AY458016, AF542061, X61367,
AJ634602, AJ628353, AY509004, EU664602, AJ419171, AY608912,
AF534183, AF502943, AF497970, AJ307714, 129404, AJ517790.2,
AM261760, CR376602, CU459141 and DQ645594. For tetB, the
accession numbers were: AB089594, EF646764, AB089592, AB089587,
AB089590, AB089593, AM886293, AM746675.2, AM412236, AF250878,
AL513383, AB089588, AB089595, AF223162, AB089585, AF326777.3,
AB366440, AJ277653, AY528506.1, VO0611.1, CP001122.1, DQ835008,
DQ316139 and EF467365.

After alignment, Primer Express 2.0 (Applied Biosystems, Foster
City, CA, USA) was employed for the design of the primers pairs and
Tagman probes.

2.4. Real-time gPCR conditions

Primers, probes and Environmental Master Mix 2.0 (containing
ROX as a passive reference) were obtained from Applied Biosystems
(Warrington, UK). Real-time PCR was performed using 25ul of
reaction volume, which included 7.5 ul of template DNA, 12.5 pL of
Environmental Master Mix, 900 nM of each primer (forward and
reverse) and 200 nM of the Tagman probe. Amplification, detection
and quantification were performed using an ABI PRISM 7000 (Applied
Biosystems, USA) Sequence Detection System under the following
conditions: 10 min at 95 °C, followed by 40 cycles of 15 s at 95 °C for
denaturation, and 1 min at 60 °C for annealing and extension. Samples
for the standard curves and food samples were processed in triplicate
and duplicate, respectively. Negative controls were included in all
tests, and they consisted of all the elements of the reaction except for
the template DNA.

2.5. Quantification assays

Meatand fish were chosen as representative animal-origin products,
which are frequently consumed in developed countries. Additionally,
these foods are often contaminated with Gram-negative bacteria, and
tetA and tetB genes are found exclusively in these types of microorgan-
isms (Chopra and Roberts, 2001). Therefore, both poultry meat and hake
{Merlucius merlucius) served as a model for detecting and quantifying
the tetracycline-resistant microbiota in real samples.

Standard curves were calculated for quantification purposes using:
(a) 10-fold serial dilutions of a culture of 10° cfu/mL of E. coli BM13
(C600 RifR)/RP4 (tetA) and E. coli (NCTC 50365) (tetB} in Brain Heart
Infusion (Difco), covering a range from 1 to 10° cfu/mL in the case of
tetA and a range from 10 to 10° cfu/mL in the case of tetB; (b) 10-fold
serial dilutions of a culture of 10° cfu/mL of these strains mixed with
poultry meat or hake, covering a range from 10' to 10° cfu/g. An
aliquot of 200 uL from each dilution was subjected to DNA isolation
using the High Pure PCR Template Preparation Kit (Roche).

2.6. Sample preparation for sensitivity assays

A total of 30 samples were analyzed for detection and quantification
of the tetA and the tetB genes: 20 samples of poultry meat and 10
samples of hake. Samples were purchased from several supermarkets in
Galicia (North-Western Spain} and were transported in refrigerated
conditions to the laboratory in less than 2 h for further processing.

Samples were inoculated for quantification assays. Thus, 35 g of each
sample was aseptically cut from the middle of each sample and added to
315 mL of buffered peptone water (Merck, Darmstadt, Germany) in a
sterile plastic bag with a lateral filter and were homogenized in a
masticator MIX 2 (AES, Combourg, France} for 2 min. For each resistance
gene, 9 assay tubes were each filled with 9 mL of the homogenates. Two
of the tubes were inoculated, one with 1 mL of the culture with 10° cfu/
ml of E. coli BM13 (C600 RifR}/RP4, for the quantification of the tetA
gene, and the other with 1 mL of the same concentration of E. coli NCTC
50365, for the quantification of the tetB gene. Subsequently, 10-fold
serial dilutions were made with the remaining tubes, covering a range
from 1to 10° cfu/mL (corresponding to a final concentration from 10" to
10° cfu/g). Two non-inoculated aliquots were also analyzed as negative
controls.

Cycle threshold (C;) was plotted against the log concentration of
the template DNA, and the slope of the regression line was used for
calculating the efficiency (E), where E=[10(~1/slope)] 1,

2.7. Sample preparation for gPCR and conventional microbiological assays
Aliquots of 35 g from each sample were cut and added to 315 mL of

buffered peptone water (Merck) in a sterile bag with a lateral filter
and homogenized in a masticator MIX 2 (AES) for 2 min. Aliquots of

90



Resultados

286 M. Guarddon et al. / International journal of Food Microbiology 146 (2011) 284-289
Table 1
Tested strains for specify assays.
Collection number or source Strain Feature Results
tetA tetB
Institute Pasteur® Escherichia coli BM13(C600 RifR)/RP4 Positive control (tetA) + -
NCTC 50268° Escherichia coli K12 JM83 Positive control (tetA) +
NCTC 50365 Escherichia coli HB101/Prt11

Escherichia coli BM13 K12 53
Escherichia coli HB101/pBR322
Enterococcus faecalis BM4130/pIP804
Escherichia coli HB101/pAT121
Escherichia coli DH50/pNFD13-2
Escherichia coli JM83/pAT451

Institute Pasteur
Institute Pasteur
Institute Pasteur
Institute Pasteur
Institute Pasteur
Institute Pasteur

CECT 4292° Ruegeria atiantica

CECT 4293 Ruegeria atiantica

CECT 4354 Plesiomonas shigelloides
ATCC 35677 Carnobacterium divergens
ATCC 35983 Staphylococcus epidermidis

Positive control (tetB) -

Harbours the tetC gene -

Harbours the teth gene - -
Harbours the tetO gene — -
Harbours the tetQ gene - -
Harbours the tetS gene - -
Sensitive to oxytetracycline - -
Sensitive to oxytetracycline - -
Sensitive to tetracycline - -
Unknown feature - -
Unknown feature - -

Positive control (tetB) — +
+

* Paris, France.

® National Collection of Type Cultures (London, UK).
© Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo (Valencia, Spain).
9 American Type Culture Collection (Manassas, VA, USA).

200 uL of the homogenates were subjected to DNA isolation and
stored at — 20 °C until the PCR reaction.

Microbial populations (cfu/g) of samples were determined by pour
plating adequate dilutions from the homogenates. Food samples were
pour plated for Enterobacteriaceae in VRBG and total aerobic mesophilic
counts were determined by pour plating in PCA. Both media were
previously added with 16 mg/L of tetracycline (Sigma, St. Louis, MO,
USA} (Clinical and Laboratory Standard Institute, 2005 ). Subsequently,
plates were incubated at 31 °C for 24 or 72 h in the case of VRBG and
PCA, respectively. After incubation, pink to red colonies in VRBG were
considered as resistant Enterobacteriaceae and counted, while all
bacterial colonies grown in PCA were considered as resistant aerobic
mesophilic microorganisms, counted and converted to log cfu/g units
for comparison with qPCR data.

3. Results
3.1. Primers and probe design

Both the tetA and tetB genes were selected in order to quantify and
evaluate the presence of these important tetracycline resistance genes
in Gram-negative bacteria. The selected primers and probes were the
following for tetA: forward (5 -CCGCGCTTTGGGTCATT-3 ), reverse (5 -
TGGTCGCGTCCCAGTGA-3 } and MGB Tagman probe (6FAM-
TCGGCGAGGATCG); and for tetB: forward (5 -AGGCGCATCGCTGGATT-
3), reverse (5 -CAGCATCCAAAGCGCACTT-3 } and MGB Tagman probe
(6FAM-CTTATTGCTGGCTTTTT). These primers and probes amplified 51-
bp and 55-bp fragments inside tetA and tetB, respectively.

The specificity of the assays was tested using purified DNA from
target and nontarget bacteria. No amplifications were observed when
DNA from nontarget bacteria was used as a template (Table 1).
However target bacteria were always positive to the PCR reaction
depending on the specific gene harboured; tetA or tetB.

3.2. Sensitivity and quantification range

Pure culture standard curves showed a linear relationship
between log input cfu/mL and Cr. For the tetA gene, the slope of the
curve was —3.33, and the square regression coefficient (R*} was
0.9853. Because the original volume used for the DNA extraction was
200 pL, the limit of detection (LOD} was 5 cfu/mL (Cr 35.37 and
standard deviation (SD) 0.34). Similar results were obtained by tetB
where the slope of the curve was — 2.74, the R* was 0.9932, and the
LOD was 50 cfu/mL (C; 37.21, SD 0.04) (Fig. 1).

The LOD was also tested in hake and in poultry meat as matrices. In
every case, a linear relationship between log input cfu/g and C; was
observed. The standard curve for meat inoculated with E. coli BM13
(C600 RifR)/RP4 (tetA} had a slope of —3.21 and an R? coefficient of
0.9925. The LOD was 5 x 10° cfu/g (Cr34.52, SD 1.2). In contrast, poultry
meat inoculated with E. coli NCTC 50365 (tetB) showed a slope of — 3.27
and a R? coefficient of 0.9893. The LOD was also 5 x 10% cfu/g (Cr 38.18,
SD 0.3) (Fig. 2). The efficiency was 105% and 102%, respectively.

On the other hand, hake inoculated with the same microorganisms
showed differentresults. Thus, in the case of tetA, the data obtained were
—2.99 for slope, 0.9887 for R* and a LOD of 5x 107 cfu/g (Cr 35.00, SD
0.7). Similar LOD was obtained for tetB. However, the slope was —2.53
(Cr 34.88, SD 0.9), and the R? coefficient was 0.9954 (Fig. 3).

Linearity decreased below 5x10°cfu/g when standard curves
were performed in food matrix. This fact means that minimal amounts
of the tested genes can be detected but the quantification would not
be so accurate as it would be desirable. Thus, the authors have
established the LOD in 5 x 10? cfu/g to quantify with more precision.

3.3. Detection and quantification of tetracycline-resistant bacteria in food

Both tetA and tetB genes were detected and quantified separately in
food samples with respect to the standard curves. However, the final
results were obtained from the sum in each sample. Consequently, PCR
method showed close results than those obtained by the count plate
method, which demonstrates a positive correlation between both
techniques.

45
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- 25
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Fig. 1. Real-time quantitative PCR (qPCR) analysis of DNA extracted from 10-fold serial
dilutions of Escherichia coli BM13 (C600 RifR)/RP4 (tetA) pure culture (¢) or of
Escherichia coli NCTC 50365 (tetB) (m). Cycle threshold (Cr) values are plotted against a
concentration of log cfu/mL.
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Fig. 2. Quantitative PCR analysis of DNA extracted from 10-fold serial dilutions of
poultry meat inoculated with Escherichia coli BM13 (C600 RifR)/RP4 (tetA) (¢) or
Escherichia coli NCTC 50365 (tetB) (). Cycle threshold (Cr) values are plotted against a
concentration of log cfu/mL.

Plating counts in PCA and in VRBG agar were made inmeat and fish
samples and PCR results showed a better correspondence in meat
samples when compared to Enterobacteriaceae counts in plate (Fig. 4).
In contrast, PCR data obtained in fish samples were closer to total
counts of mesophilic aerobes (Fig. 5).

4. Discussion

In this study, a Tagman-based qPCR procedure was developed for
the specific detection and quantification of the tetA and tetB genes in
food samples. Many other authors have reported data about
tetracycline resistance genes. However, most of them have assessed
their frequency in other types of samples, such as isolates from
different sources (Bryan et al., 2004; Fan et al., 2007; Smith et al.,
2007). Other authors have detected or quantified tet genes by
conventional PCR or with SYBR Green quantitative PCR (Fan et al.,
2007; Jones et al., 2006). Likewise, there are many authors who used a
Tagman-based qPCR in order to detect and/or quantify a particular
microorganism from different foods (Elizaquivel et al., 2008;
Fernandez et al,, 2006; Pennacchia et al., 2009). Nevertheless, there
was no evidence in the scientific literature about the direct
quantification of tetracycline resistance genes from foodstuffs. These
studies are very important from the human health perspective, taking
into consideration that this types of genes are frequently found in
bacteria of the foods tested in this research, and could be transferred
to human bacteria (Aarestrup, 2005).

The primers and probes that we designed enabled the specific
detection of both tetA and tetB genes, which were tested in
independent assays using several reference strains with and without

45
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Fig. 3. Quantitative PCR analysis of DNA extracted from 10-fold serial dilutions of hake
(Meriucius meriucius) inoculated with Escherichia coli BM13 (C600 RifR)/RP4 (tetA) (¢)
or Escherichia coli (NCTC 50365) (tetB) (M). Cycle threshold (Cr) values are plotted
against a concentration of log cfu/mL.

VRBG & PCA —a—PCR

Fig. 4. Comparison, in meat samples, between the counts of the total microbiota with
the tetA and/or tetB genes by qPCR and the plate counts of mesophilic aerobic
microorganisms in PCA and Enterobacteriaceae in VRBG. In both cases, the media were
supplemented with 16 mg/L of tetracycline.

the tetracycline resistance genes. Thus, the developed Tagman qPCR
method, proved to be specific for the tetracycline resistance genes
under the established reaction conditions.

On the other hand, the assay proved to be quite reproducible. The
Crvalues for the limits of detection in three independent experiments
for each standard curve exhibited little variation, as indicated by an
SD <2, which reveals a high precision of the present method (Klein,
2002). Nonetheless, the sensitivity was lower for tetB compared with
tetA as shown inFigs. 1-3, where the C; values were higher for the tet8
gene. This could be a result of the different number of copies of the
target gene in the strains as was suggested by Fan et al. (2007).

Inthe present assay, quantification of tetracycline resistance tetA and
tetB genes was performed by using the standard curves that were
obtained from the artificial inoculation of aseptic meat and the ten-fold
dilutions performed from this inoculated meat, which could be close toa
real sample. In fact, meat results show good linearity and a high
correspondence when compared to counts obtained by conventional
microbiological methods (Fig. 4).

The limit of detection of the developed method was similar or better
than the limits of detection reported by other researchers such as Fan
et al (2007), who detected 10 to 1000 cfu of tetracycline-resistant
bacteria per reaction in clinical isolates, or Elizaquivel et al. (2008},
who obtained a limit of detection of 1.8 x 10? cfu/g of Leuconostoc
mesenteroides in inoculated meat. Additionally, Botteldoorn et al.
(2008) obtained a limit of detection of 3.3 log cfu of Campylobacter
spp. per chicken carcass. The LOD of the present method was 50 cfu/
mL (1.7 log cfu/mL) in pure culture and 5 x 10° cfu/g (2.7 log cfu/g) in
food for both poultry meat and hake. Nevertheless, it must be noted
that the target DNA is different from those of other studies because
tetA and tetB were directly detected and quantified from foods.

In the set of hake samples, there was not a good correlation
between VRBG counts and data from qPCR. However, this correlation
was better (r=0.7146) when mesophilic aerobic counts were
compared with PCR results. This discrepancy could be a result of the
presence of other Gram-negative microorganisms in hake, which are
frequently found in seawater such as Pseudomonas, Aeromonas,
Acinetobacter or Vibrio spp. (Jay et al, 2005}, that are not typically
found in VRBG agar. Nevertheless, they can also harbour the target
genes. Although microbiological and PCR results are quite similar
(Fig. 5}, the slope is slightly above the optimum recommended by
Higuchi et al. (1993) (Fig. 3). This confirms that the food model does
not always serves as an accurate replication of real cases when
evaluating PCR detection limits (Taylor et al., 2005). This fact could be
attributed to PCR inhibitors that are typically found in the matrix since
matrix-associated compounds can interfere in the amplification
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Fig. 5. Comparison, in hake (Meriucius meriucius) samples, between the counts of the total microbiota with the tetA and/or tetB genes by qPCR and the plate counts of mesophilic
aerobic microorganisms in PCA and Enterobacteriaceae in VRBG. In both cases, the media were supplemented with 16 mg/L of tetracycline.

reaction. For example, this type of inhibition has been observed in
matrices with a high level of proteins (Taylor et al., 2005; Uyttendaele
et al, 1999). In any case, the high values obtained show that fish like
hake that have grown up in the ocean, have large amounts of
tetracycline-resistant bacteria. This is in agreement with Akinbowale
et al. (2007) who found a high level of tetracycline resistance genes in
various species of fish in Australia. It should also noted that bacterial
contamination of fish samples could be due to the water of origin, the
transport, the changes in the cooling chain or any other manipulations,
such as evisceration (Jay et al, 2005). Thus, we cannot explain with
certainty, the unexpected high values of the tetA and tetB genes in
bacterial contaminants of hake. This finding is an interesting question
that requires further investigation.

In hake samples, the qPCR method showed an overestimation in the
counts of tetracycline-resistant bacteria when compared to those
obtained by conventional microbiological methods. However, in poultry
meat, this fact was only observed when comparing Enterobacteriaceae
counts. This overestimation could be a result of the fact that the target
DNA from dead cells is quantified as well (Pennacchia et al., 2009) or
because the results of tetA and tetB genes are added up.

In conclusion, in spite of the microbiological counts that give an
overall view of the resistant microbiota, the present Tagman assay
could serve as a rapid, specific, sensitive and accurate tool for
monitoring the amount of tetracycline-resistant bacteria in foods,
especially in poultry meats. Consequently, this is a contribution to the
study of the distribution of tetracycline resistance genes in animal-
origin foods. Otherwise, this method could help in epidemiological
studies of tetracycline resistance.

It is important to improve and develop more studies to take raise
awareness about the fact that these tetracycline resistance genes are
being consumed with food and as a result, could pose serious
problems to human health.
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RESUMEN

La evolucién de las bacterias resistentes a antimicrobianos se ha convertido en una
amenaza para la seguridad alimentaria por lo que cada vez es mas necesaria la creacion de
métodos nuevos para su control. En este capitulo se compararon recuentos microbiologicos
de bacterias resistentes a tetraciclina con los obtenidos por qPCR en 80 muestras de carne.
Los recuentos de Enterobacteriaceae resistentes a tetraciclina fueron similares entre los
recuentos en placa y los obtenidos por qPCR (p=0,24), mientras que los recuentos de
bacterias aerobias mesofilas resistentes a tetraciclina fueron significativamente mayores
por el método microbiologico (p>0,001). Se estudio la distribucion de los genes fet(A) y
tet(B) en diferentes tipos de carne. Asi, fet(A) se detect6 en pollo (40%), pavo (100%),
cerdo (20%) y ternera (40%), mientras que tet(B) se detectd en distintas proporciones en
pollo (45%), pavo (70%), cerdo (30%) y ternera (35%). También se investigo la presencia
de residuos de equivalentes de tetraciclina mediante un test receptor. Este estudio ofrece un
método rapido y alternativo para controlar la presencia de bacterias resistentes a

tetraciclina en carne y contribuye al estudio de la distribucion de los genes tet(A) y tet(B).
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Direct Quantification and Distribution
of Tetracycline-Resistant Genes in Meat Samples
by Real-Time Polymerase Chain Reaction

Ménica Guarddon, Jose M. Miranda, Beatriz|. Vazquez, Alberto Cepeda, and Carlos M. Franco

Abstract: The evolution of antimicrobial-resistant bacteria has become a threat to food safety and methods to control
thern are necessary. Counts of tetracycline-resistant (TR)) bacteria by microbiological methods were compared with those
obtained by quantitative PCR. (qPCR.) in 80 meat sarrples. TR. Enterobaderiaceae counts were similar between the count
plate method and gPCR. (P = 0.24), whereas TR aerobic mesophilic bacteria counts were significantly higher by the
microbiological method (P = 0.001). The distribution of {&A and {etB genes was investigated in different types of meat.
tetA was detected in chicken meat (40%), turkey meat (1009), pork (20%), and beef (40%) sarmples, whereas {&fB was
detected in chicken meat (45%), turkey meat (70%), pork (30%), and beef (35%) samples. The presence of tetracycline
residues was also investigated by a receptor assay. This study offers an alternative and rapid method for monitoring the
presence of TR. bacteria in meat and furthers the understanding of the distribution of {#A and i&B genes.

Keywords: meat, quantitative PCR, tetA, tefB, tetracycline resistance

Introduction

Large am ounts of antimicrobials are routinely used for therapeu-
tic and prophylactic purposes for animal production. Particularly,
tetracyclines (TCs) are inexpensive broad-spectrum drugs that are
known to be effective against a wide range of micro organisms and
their use in veterinary clinical practices has been frequently used
{Chopra and Rooberts 2001; Danish Integrated Antimicrobial Re-
sistance Monitoring and Research Programm e (DANMAFP) 2009;
Ministerio de Sanidad, Politica Social e Igualdad 2011). Therefore,
the widespread use of these drugs seems to berelated to major hu-
man health hazards, including the potential toxicological effects of
antimicrobial residues carried by foods of animal origin and the
selection of tetracycline-resistant (TR) microorganisms (Chopra
and Roberts 2001). Likewise, antibiotic-resistant bacteria are a
serious human health concern since different diseases caused by
pathogenic bacteria could become untreatable by antimicrobial
therapy (Levy 1998; Levy and Marshall 2004; White 2006).

This public health hazard arises because of the ability of many
bacteria to acquire resistance to different antimicrobials. Thus, the
majority of the TR (fef) genes in bacteria have been associated
with elem ents such as plasm ids, transposons, and integrons, which
facilitate the rapid dissemination of these genes among bacterial
species (Chopra and Roberts 2001; Sunde and Norstrom 20086).
Therefore, these resistance genes could be transmitted from bac-
teria within food-producing animals to those residing in humans
{Aarestrup 2005).

Aside from the proliferation of antimicrobial-resistant bacteria
or their potential toxicological risks, the we of TCs in food-
producing animals has other adverse effects on consumers, such
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as allergic reactions (Reig and Toldra 2008). Accordingly, to pro-
tect public health, the Buropean Union has established m aximum
residue limits (MR Ls) of certain substances, including antim icro-
bials, in foodstuffs of animal origin. In particular, the MR.Ls in
muscle are 100 pg/kg for TC), oxytetracycline, doxyeydline, and
chlortetracycline (Regulation (EC) No 470/2009). The presence
of drug residues and the cited harmful effects on human health
have made residue monitoring essential for the prudent wse of
antibiotics (Reig and Toldra 2008; Pikkemaat and others 2010).
Different methods, including enzyme receptor assays, can be used
to irwestigate the presence of TC residues in food of animal ori-
gin. This sort of methods allows the analysis of a large number
of samples and has been proven to be rapid, quite specific, and
sensitive and is largely employed for screening purposes (R eig and
Toldra 2008).

In addition to monitoring the use of antimicrobial agents, it is
also essential to monitor the emergence of resistant strains in an-
imals destined for human consumption, which could prevent the
developm ent and spread of antim icrobial resistant microorganisms
in food-producing animals (Bywater and others 2004; Miranda
and others 2009). For monitoring the presence of resistant bac-
teria, conventional microbiological methods have been used for
along time. However, these conventional techniques have some
limitations (McKillip and Drake 2004; Hanna and others 2005),
such as irvestigating the presence of resistance genes, which can
neither be detected nor quantified by phenotypic methods.

For this purpose, quantitative PCR (gPCR) is an accurate,
sensitive, and specific tool that can reduce the necessary time for
the analysis and can facilitate the determination of the frequency
and distribution of resistance genes (Martinez and others 2007).
With this in mind, this method has been wsed to determine
the amount of bacteria in food carrying fef genes, since these
resistance genes are often associated with conjugative or mobile
elements that facilitate distribution among bacterial species
{Chopra and R oberts 2001).
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To the best of our knowledge, the quantification of the
mesophilic aerobic bacteria and Enterobaderiaceae harboring tetA
and B genes has not been performed in meat samples. These
genes are two of the most frequently found TC-resistance genes
in gram-negative bacteria (Chopra and Roberts 2001). Thus, the
main goal of this work was to quantify the bacteria harboring
the cited genes in different meats by qPCR. and to compare the
results with the TR mesophilic aerobic bacteria and Enterobacte-
viaceae counts obtained by conventional microbiological methods.
Consequently, this work may help to monitor the distribution of
resistance genes in meat-derived bacteria and may contribute to
the study of the redationship between the use of antimicrobials
agents in veterinary medicine and the spread of antimicrobial re-
sistance. A secondary objective was to evaluate the presence of
TCs residues in meat through receptor tests to confirm the use of
TCs infood-producing animals.

Materials and Methods

Sample collection

Atotal of 80 meat samples were analyzed in the present work: 20
turkey drumsticks, 20 chicken drumsticks, 20 pork steaks, and 20
beefsteaks. Packs of samples were purchased from 16 supermarkets
and 4local butcheries in Galicia (North-Western Spain) from May
to October 2009,

Samples purchased in the same establishment were obtained
on different days, and all samples belonged to different batches.
Afterward, the samples were transported in refrigerated conditions
to the laboratory in less than 2 h and were analyzed within 24 h
of collection.

Sample preparation for gPCR and conventional
microbiological assays

Portions of 35 g from each sample, including skin in the case
of chicken and turkey samples, were cut and added to 315 mL of
buffered peptone water (Merck, Darmstadt, Germany) in asterile
bagwith alateral filter. Samples were homogenized in a masticator
MIX 2 (AES, Combourg, France) for 2 min. Aliquots of 200 uL
of the homogenates were subjected to DNA isolation using the
High Pure PCR. Template Preparation Kit (Roche, Mannheim,
Germany), according to the manmufacturer’s instructions for the
isolation of nudleic acids from bacteria or yeast. After isolation,
the DNA was stored at —20 °C until PCR. analysis.

Microbiological contamination (CFU/g) of each sample was
determined by pour plating of 1 mL of dilutions (107! to 107%)
from the hom ogenates. Enterobacteriaceae contam ination was deter-
mined by pour plating in Violet Red Bile Glucose agar (VRBG)
{Merck) and total aerobic mesophilic counts were determined by
pour plating in plate count agar (PCA) (Merck). Thesamemethod
was wsed to count TR Enterobaderiaceae and aerobic mesophilic
bacteria by pour plating in VRBG and PCA with previous addi-
tion of 16 mg/L TC (Sigma, St. Louis, Mo., U.S.A) (Clinical and
Laboratory Standard Institute 2005). Subsequently, plates were in-
cubated at 37 °C for 24 h, in the case of VRBG, or 31 °C for
72h inthe case of PCA, respectively. After incubation, pink to red
colonies in VRBG were counted as Enterobacteriaceae, while all bac-
terial colonies grown in PCA were counted as aerobic mesophilic
microorganisms and converted to log CFU/g units.

PCR conditions

The material and conditions necessary to develop the PCR.
reaction have been previously described by Guarddon and others
(2011).

Quantification assays

To create standard curves, each type of meat was inoculated
with Escherichia oli BM13 (C600 RifR)/R P4, which contains
the tetA gene, or E. eli NCTC 50365, which contains the ¢&B
gene (Guarddon and others 2011). The first reference strain was
supplied by the culture collection of the Institute Pastenr (Paris,
France), while the second was obtained from the National Culture
Type Collection (NCTC) (Health Protection Agency, Salisbury,
U.K\). Both strains were grown at 41 °C in VRBG. After 24 h
of incubation, Brain Heart Infusion (BHI) (Difco, Detroit, Mich.,
US.A) tubes were inoculated with these isolated strains and were
subsequently incubated at 31 °C to obtain a concentration of
10° CFU/mL, which was determined by a McFarland densito-
meter (Dinko, Barcelona, Spain) and confirmed by plate counting
in PCA. After incubation, 35 g portions were aseptically cut from
the middle of a poultry meat sample and added to 315 mL of
buffered peptone water (Merck) in a sterile plastic bag with a lat-
eral filter. Immediately afterward, the sample was homogenized
in a masticator MIX 2 for 2 min. For the quantification of the
tedA gene, 9 asay tubes were each filled with 9 mL of the ho-
mogenate. One of these tubes was inoculated with 1 mL of the
10° CRU/mL culture of E. el BM13 (C600 RifR)/RP4. Sub-
sequently, 10-fold serial dilutions were made with the remaining
tubes, until cover a range from 1 to 10° CFU/mL (corresponding
to a final concentration from 10* to 10° CFU/g). In the case of
the t&B gene, the tubes were inoculated with the E. ol NCTC
50365 culture. The same protocol was also applied to beef and
pork for quantifying bacteria harboring the A and/or {B genes
in these different matrices. Two nonino culated aliquots were also
analyzed as negative controls.

Both fetA and B were detected and quantified separately in
meat samples with respect to the standard curves. However, the
final TR bacteria obtained by qPCR. were considered as the sum
of bacteria that contained t&A and/or {&B genes in each sample.

An aliquot of 200 w2 L from each dilution was subjected to DNA
isolation and was stored at —20 °C. After the qPCR. reaction,
cycle threshold (Cr) was plotted against the log-concentration of
the template DNA.

Quantification of tetracyclines residues in meatsamples

A receptor assay (Superscreen Tecna, Trieste, Italy) was used
for the determination of TCs residues in meat samples. This kit
is able to detect tetracycline, oxytetracycline doxyeycline, and
chlortetracycline in meat samples in concentrations according to
the Regulation (EC) No 470/2009. This method was carried out
in duplicate, according to the manufacturer’s instructions, and the
results were considered as the average of both determinations for
each sample. Absorbance was measured with a plate reader (Das,
Roma, Italy) at 450 nm.

Statistical analysis

Comparisons between bacterial counts obtained from the mi-
crobiological method and from gPCR. were analyzed wsing the
%2 test. Data were grouped into 3 different categories (2.7 log
CFU/g to 3.5log CFU/g; 3.6log CFU/gto 45 CFU/g; =451log
CFU/g) prior to statistical analysis. The Student’s ¢ test was used
to compare counts obtained by QPCR. and conventional microbi-
ological methods in the different types of meat. The differences
were considered to be statistically significant when P<0.05. These
analyses were perform ed using the Statgraphics version 5.0.1 soft-
ware (SAS Institate, N.C., US.A).
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Results and Discussion

Many authors have reported data concerning the presence of
tet genes in different samples. However, most of these studies have
asessedthe frequency of these genes in other types of samples, such
as clinical isolates of E. twk from human and animal sources (Bryan
and others 2004), E. wli isolated from broiler chickens {Smith
and others 2007), or other gram-negative bacteria isolated from
human clinical samples (Fan and others 2007). With respect to
the methods employed, other authors have detected or quantified
tet genes by conventional PCR. or with Sybr Green gPCR. (Jones
and others 2006; Fan and others 2007). Likewise, there are many
researchers who have wsually employed a Tagman-based gPCR to
detect and/or quantify a particular microorganism isolated from
different fo ods (Fernandez and others 2006; Elizaquivel and others
2008; Pennacchia and others 2009). However, contrary to the
method employed in the present work, the cited methods do not
allow for the determination of the whole microbiota harboring the
tetA and/ or tefB genes in afood sample. This is an important matter
considering the high prevalence of these genes in gram-negative
bacteria and their abilities to be transferred to human bacteria
{Aarestrup 2005). This idea of monitoring a gene pool instead
of single bacteria was already highlighted by Hélzel and others
(2011); however, they focused their research on the quantification
ofthe tet gene, which is more frequent in gram-positive bacteria.

Standard curves from poultry meat, beef, and pork determine
the amount of bacteria in each type of meat harboring the genes

Table 1-Values of square regression coefficient (R2) and slope of
the standard curves constructed from poultry meat, pork, and
beef inoculated with E. wfi BM13 (C600 RifRYRP4 (f2id) and
with E. coli NCTC 50365 (t2tB).

of interest (Table 1). Linearity decreased below 2.7 log CFU/g,
which means that minimal amounts of the f& genes could be
detected but the quantification below this limit may not be so
accurate. Thus, the limit of detection established by the authors for
every matrix was 2.7 log CFU/g to quantify with more precision.
All the standard curves showed a linear relationship between log
input CFU/g and Cr.

Meat samples were processed and bacteria with the t&A and/or
B genes were quantified with regard to their respective stan-
dard carves. The obtained results were compared to those reached
by conventional microbiological counts (Figure 1). Although the
gPCR. results are a few higher than the TR Enierobaderiacese
counts, this fact could be justified because it is possible to ex-
ist several copies of these genes in a single bacterium . In all types
of meat, the results show that QPCR. values were closer to TR En-
terobadteriaceae than to TR mesophilic aerobic bacteria. Anyhow,
this fact would be expected since these fef genes are usnally present
in gram -negative bacteria (Chopra and Rooberts 2001). In fact, the
%2 test was used to compare the methods of quantification and,
taking into account the obtained results, no significant differences
were observed between TR. Enferobaderiaceae counted by micro-
biological and qPCR. methods (P = 0.24). In contrast, counts of
TR mesophilic bacteria were higher by the conventional method
{P < 0.001) than those obtained by gPCR..

Regarding the presence of TR bacteria in the meat samples,
Table 2 shows the total TR, counts of aerobic mesophilic bacteria
and Enterobaderinceae. Thus, mean counts of Enterobaderiaceae in
poultry meat were higher than those previously reported by us for
thesame sorts of m eat (Miranda and others 2008b). This fact could
be due to the type of sample since, in the case of poultry meat,
it was analyzed with the skin intact, which is expected to contain
higher counts of Enterobaderiacese than skin-off drumsticks. On

tetA tetB
the other hand, pork and beef showed average counts similar to
R Slope R* Slope . . .
those obtained for the chicken and turkey samples, with the only
Poultry meat 0.9948 -3.17 0.9888 =337 exception of the Enterobacteriaceae count in beef, which was lower
g:ef g gggg _2(1)3 g gggg _32(1) than that obtained for the chicken (P = 0.0368). However, mean
i : — - —— counts of TR bacteria, for both Enterobaderiacese and mesophilic
7.0 7.0 Figure 1-Conventional microbiological counts
PP 60 X Q of TR mesaphilic aerobic bacteria (O) and TR
o = 2 Enterobacteriacene (X) plotted against PCR
50 (X0 5.0 in di
€ = X P [e) counts (tetA + tetB) in different types of
8 40 X x9%0 8 40 § @@ Oo - meat:{a) chicken meat, (b} turkey meat, (c)
E X o K} %X x @% pork, and {d) beef {expressedin log CFU/q).
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Table 2-Average counts (minimum; maximum) of Enierebaderiaras and mesophilic aerobic bacteria from different types of meat
poured in VRBG and PCA media with and without tetracycline, expressed in log CFU/g units. Average counts (minimum; max-
imum) of bacteria harboring #2/4 and ietB genes are also expressed in log CFU/g units and average (minimum; maximum) of
tetracycline residues are expressed in pghkg of tetracycline equivalents.

EB TRE MAB TRMAB fetA fetB fetA + eiB TR
Chickenmeat (n =20) 3.9(2% 63 24(1.0,45 53(31,70) 4225466 27(1.8,44 292550 3326500 1158(49.0,376.1)
Turkey meat (n = 20) 36(le 6l) 2001046 513671 43(28,66 36(2561) 2700;50) 392661 2798(49.0,5445)
Pork (n = 20) 35(1.8,60) 1910, 47 5425700 46{20,70) 19(1.1;40) 30{26,47 312747 2255(56.0,5203)
Beef (n = 20) 29(1.0;60) 1.8(1.0;58 500,700 4220,70) 29(22,60) 25(1.8,31) 32(24,60) 1304 (40.0,3047)
EB: B ' ; TRE: yeli vaczaz; MAB: Mesophilic 2 mbic bacteria; TRIMAE: Tetracycline-msistant raesophilic aerobic bacteria; TR Te tracycline
residues.

aerobic bacteria, were significantly lower than those obtained for
total counts (P < 0.001) in all of the tested species.

In the present work, all of the analyzed animal species showed
the presence of both fefA and/or {efB genes. Thus, in chicken
meat, 40% of the samples had the fefA gene and a 45% contained
tefB, whereas in the case of turkey meat, these percentages reached
100% for fetA and a 70% for i&B. Of the pork samples, 20% con-
tained tefA and a 30% fefB and, in the case of beef, 40% were
positive for t&A and 35% were positive for &B. However, other
authors such as Sengelev and others (2003) found that among
100 isolates of E. coli from pigs, cattle, and broiler chickens, feA
was the most abundant gene (71%) followed by t&B (25%). Sim-
ilar results were obtained by Schwaiger and others (2010) and
Lanz and others (2003) in E. wif of porcine origin, where t&A
was the most frequent TC resistance mediator, with 58% and
87% incidence, respectively. In the present work, only in the case
of turkey meat, fefA was significantly more frequent than te&B
(P = 0.020).

It is important to highlight that although the percentages of
teB are quitesimilar, the frequency of the t#A gene of the present
assay is lower than the results obtained by the cited authors. This
difference could be explained by the fact that meat miaobiota
also includes gram-positive microorganisms and the presence of
these genes is more common in gram-negative bacteria (Chopra
and Rooberts 2001). Thus, the main difference with the data re-
ported here and previous studies is that this assay has quantified
the whole microbiota population and Enterobaderiaceae harboring
the mentioned genes, instead of isolates of E. wii. Therefore, this
method offers an overview, in meat samples, of the quantification
of two of the most frequent TC resistance genes in gram-negative
bacteria.

According to the sanitary guidelines of most countries, all meats
present in retail markets should be obtained from animals previ-
ously submitted to aresidue withdrawal period. Mary authors have
argued that antimicrobial-resistant bacteria will decrease when the
selective pressure caused by the antimicrobial treatment is removed
{Levy 1998; Aarestrup 2005). However, other authors have re-
ported that in some cases, resistant strains from animal microbiota
can persist in the absence of the sdective pressure (Pedersen and
Wedderkopp 2003) or even until the end of the withdrawal pe-
riod, when it is legal to use the animals for human consumption
{Miranda and others 2008a).

On the other hand, because of the unknown origin of the
samples purchased in different supermarkets, the authors wanted
to investigate the presence of TCs residues in every type of the
tested meats through a screening method. The receptor assay used
to verify the presence of these compounds in different types of
meat showed that the average concentrations of TCs residues for
all meat types were higher than the European MRL established
for individual TCs (Table 2). However, the nature of the TCs
residues is unknown since these results represent the whole group

of TCs { De Wasch and others 1998). Forty-five percent of the
chicken samples and 60% of the beefsamples showed TCs residues
concentrations higher than 100 ug/kg, whereas in the cases of
pork and turkey meat, these residues reached more than 100 ug/kg
in almost 100% of the samples. These results are comparable with
those obtained by De Wasch and others (1998) who also found
a high proportion of samples containing TCs residues in pork
(63.16%) and chicken meat (90.48%).

Thus, the results provided by this technique show that, accord-
ingto datareported by other authors, such as the Danish Integrated
Antimicrobial Resistance Monitoring and Research Programme
(DANMAP) (2009) or Aarestrup (2005), TCs are commonly em-
ployed in animal rearing, and consequently, TCs residues can
be found in a high proportion of meats obtained from retail
markets.

Conclusions

High counts of TR bacteria confirmed by both miarobiolog-
ical and molecular methods have been found in meat samples.
Thus, the present method has been proven to be a useful tool to
quantify TR bacteria in meat, which is especially important when
comparing microbiological to gPCR. results for TR. Enterobade-
#aceae, in which the presence of t&A and efB is quite frequent.
Besides, this article furthers the understanding of the distribution
of TC-resistance genes in animal-origin foods and reveals that
high amounts of TCs residues have been detected in meat samples
purchased in retail markets, which may therefore reach the food
chain. It would be useful to conduct more studies on this issue
since these kinds of genes and residues are being consumed with
food and could pose serious problems to human health.
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5.3 CAPITULO 3

5.3.1 Deteccion cuantitativa de microorganismos resistentes a tetraciclina en carne

convencional y ecologica de ternera, cerdo y pollo.

Quantitative  detection of tetracycline-resistant microorganisms in

conventional and organic beef, pork and chicken meat.

Monica Guarddon, Jos¢é Manuel Miranda, Jos¢ Antonio Rodriguez, Beatriz Isabel

Vazquez, Alberto Cepeda, Carlos Manuel Franco.
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RESUMEN

El uso abusivo de antimicrobianos ha incrementado sustancialmente el numero de
bacterias resistentes a estos fArmacos. La produccion ecoldgica, que a menudo se cree que
es mas segura que la convencional, ha limitado el uso de estos medicamentos. Los
objetivos del trabajo son evaluar los recuentos obtenidos de bacterias resistentes a
tetraciclina mediante microbiologia convencional, obtener recuentos de bacterias con los
genes fet(A) y tet(B) mediante RT-PCR e investigar la distribuciéon de ambos genes en
carne convencional y ecologica. Solo el gen tet(B) fue significativamente mayor en carne
convencional de cerdo y de pollo que en sus homologas ecologicas. El gen tet(A) se
encontro en casi todas las muestras mientras que el fet(B) vari6 segin la especie. La
presencia de los genes tet sugiere que estan ampliamente distribuidos, especialmente
tet(A), en alimentos de origen animal, incluso en aquellos derivados de animales en los que

el uso de antimicrobianos esta seriamente restringido.
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ABSTRACT

The indiscriminate use of antimicrobial agents in conventional animal production has
substantially increased the number of bacteria that are resistant to these drugs. Against this
type of production it has emerged the organic farming production method, in which the use
of allopathic medicines is quite restricted. Because of these restrictions, this type of animal
rearing is thought to be healthier and safer than conventional methods. The main goal of
the work was to assess counts of tetracycline-resistant bacteria using conventional
microbiology, to obtain counts of bacteria that harbor the tef(A) and tet(B) genes by
quantitative PCR and to investigate the distribution of both genes in conventional and
organic chicken, beef and pork. With regard to the type of farming method, only ze#(B) was
significantly higher in conventional pork and chicken meat than in their organic
counterparts. The fef(A) gene was found in almost 100% of the samples, whereas the
detection of the fe#(B) gene changed according to the animal species. The frequency and
amount of fet genes suggest that they are widely distributed, especially fef(A), in food of
animal origin, even in organic meat samples obtained from animals in which the use of

antimicrobial agents is seriously restricted.

Keywords: tetracycline-resistance, meat, quantitative PCR, fet(A), tet(B).
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INTRODUCTION

Consumer interest in organic products has increased in recent years because this
product type is often perceived to be healthier and safer than the products obtained from
conventional farming [1,2]. Furthermore, conventional production is not favorably
regarded because of the crowding conditions of the animals on the farms, which facilitates
the appearance of infectious diseases and, therefore, encourages the disproportionate use of
antimicrobial agents [3].

The use of veterinary drugs in food-producing animals has become a major concern
in food safety [1]. In particular, infectious diseases are traditionally treated with
antimicrobial agents in animals, which contributes to the appearance of resistant bacteria
that could contaminate the meat derived from these animals and pose a human health
hazard through the food chain [4-6]. Moreover, another important factor in conventional
production methods is the withdrawal period. This period is not always enough to reduce
the resistant bacterial population [7,8] because the adapted microbiota are difficult to
replace by susceptible flora [9]. Contrary to this type of animal rearing, the Regulation
889/2008/EC [10] provides details of the restrictive rules for obtaining organic products,
which are guaranteed by the community logo on the label of the product. Regarding
sickness encountered in organic farming, synthetic allopathic medicines should be limited
to the minimum possible and the withdrawal period must be twice that established for
conventional production.

Due to the broad-spectrum activity against both gram-positive and gram-negative
bacteria, the group of tetracyclines (TCs) has extended its use in animals and is one of the

most used in Europe for the treatment of animal infections [11]. In Spain, in particular, the
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TCs were the best-selling antimicrobial family in 2009 [12]. The indiscriminate use of this
agent has favored the appearance and distribution of TC-resistant bacteria [13]. Thus, the
majority of the TC-resistance (tet) genes in bacteria have been associated with genetic
mobile elements, such as plasmids, transposons and integrons, which facilitate the rapid
dissemination of these genes among bacterial species [13,14]. With reduced antimicrobial
selection pressure in organic farming, it is logical to assume that bacterial counts would be
higher than in conventional meat, whereas higher TC-resistant bacterial counts would be
expected in conventional meat. In fact, this difference in the microbial contamination of
meat has already been reported in other research [15,16].

To the authors’ knowledge, the direct quantification of all microbiota harboring the
tet(A) and the tet(B) genes has not been previously performed in organic meat samples.
These genes are two of the most frequently found TC-resistance genes in gram-negative
bacteria [13]. Thus, one aim of the present work was to quantify the bacteria harboring the
tet genes in conventional and organic meats by qPCR. Additionally, the results were
compared to the TC-resistant mesophilic aerobic bacteria and Enterobacteriaceae counts
obtained by conventional microbiological methods. This research strives to provide a
global perspective regarding TC-resistant bacteria because fet genes are not solely
transferred by pathogenic bacteria. A second objective was to study the frequency and
distribution of the fet genes among different species and farming methods. Despite the
effort to obtain organic food, little is known about the pros and cons of this sort of
production and more comparative surveys should be conducted to support the theory that

organic is safer than conventional farming.
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MATERIALS AND METHODS

Sample collection. A total of 200 meat samples were analyzed: pork steaks (40
conventional and 40 organic), chicken thighs (30 conventional and 30 organic) and
beefsteaks (30 conventional and 30 organic). All samples were purchased from 15
supermarkets in Galicia (northwestern Spain) and 3 supermarkets and 2 organic retail
stores in Madrid from March 2010 to March 2011.

The samples purchased in the same establishment were obtained on different days
and all samples belonged to different batches. After purchase, the samples were
transported under refrigerated conditions to the laboratory and were analyzed within 48 h

of collection.

Sample preparation for qPCR and conventional microbiological assays.
Portions (35 g) from each sample were cut and added to 315 ml buffered peptone water
(Merck) in a sterile bag with a lateral filter. The samples were homogenized in a masticator
MIX 2 (AES, Combourg, France) for 2 min. DNA was isolated from 200 pl aliquots of the
homogenates using the High Pure PCR Template Preparation Kit (Roche, Mannheim,
Germany) according to the manufacturer’s instructions for the isolation of nucleic acids
from bacteria or yeast. After isolation, purified DNA was recovered in 50 ul elution buffer
and stored at -20°C until PCR analysis.

The microbiological contamination (CFU g'l) of each sample was determined by
pour plating dilutions (10" to 10°) from 1 ml aliquots of the homogenates. The
Enterobacteriaceae contamination was determined by pour plating in violet red bile

glucose agar (VRBG; Merck, Darmstadt, Germany), and the total aerobic mesophilic
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counts were determined by pour plating in plate count agar (PCA; Merck). The same
method was used to count TC-resistant Enterobacteriaceae and aerobic mesophilic
bacteria by pour plating in VRBG and PCA, respectively, with the previous addition of TC
(16 mg/L) (Sigma, St. Louis, MO, USA) [17]. Subsequently, the plates were incubated at
37°C for 24 h (VRBG) or 31°C for 72 h (PCA). After incubation, the pink to red colonies
in VRBG were counted as Enterobacteriaceae, while all bacterial colonies grown in PCA

were counted as aerobic mesophilic microorganisms and converted to log CFU g™ units.

Quantitative PCR conditions. The primers and probes previously designed by
Guarddon et al. [18], and the Environmental Master Mix 2.0 (containing ROX as a passive
reference) were obtained from Applied Biosystems (Warrington, UK). qPCR was
performed using 25 pl reaction volumes, which included 7.5 pl template DNA, 12.5 pl
Environmental Master Mix, 900 nM of each primer (forward and reverse) and 200 nM
Tagman probe. Amplification, detection and quantification were performed using an ABI
PRISM 7000 Sequence Detection System (Applied Biosystems, USA). The following
qPCR conditions were used: 10 min at 95°C for Tag-polymerase enzyme activation,
followed by 40 cycles of 15 s at 95°C for denaturation and 1 min at 60°C for annealing and
extension. The standard curves and the food samples were processed in duplicate. Negative
controls, which consisted of the complete reaction except for template DNA, were

included in all tests.

Quantification assays. The standard curves were created based on the method
reported by Guarddon et al. [19]. To quantify the bacteria that harbored the fe#(A) gene, a

piece of meat was artificially inoculated with Escherichia coli BM13 (C600 RifR)/RP4
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provided by the Institute Pasteur (Paris, France). Similarly, E. coli NCTC 50365, which
was obtained from the National Culture Type Collection (NCTC; Health Protection
Agency, Salisbury, UK), was used for the fef(B) gene. Both strains were grown at 41°C in
VRBG for 24 h. After incubation, brain-heart infusion (BHI; Difco, Detroit, MI, USA)
tubes were inoculated with the isolated strains. The inoculated bacterial cultures were
subsequently incubated at 31°C to obtain a concentration of 10° CFU ml™ as determined by
a McFarland densitometer (Dinko, Barcelona, Spain) and confirmed by plate counting in
PCA.

A portion of meat (35 g) was aseptically cut from the middle of the sample, added
to 315 ml buffered peptone water (Merck) in a sterile bag with a lateral filter and
homogenized in a masticator for 2 min. Then, 8 tubes were filled with 9 ml of the
homogenate, and one of them was filled with 1 ml of the saturated culture of E. col/i BM13
(C600 RifR)/RP4. Subsequently, the standard curves were created from this inoculated
tube by making 10-fold serial dilutions in the remaining tubes until a range of 10' CFU mlI
"to 10° CFU ml™ was covered, that corresponded to a final concentration of 10° CFU g™ to
10° CFU g"'. The same protocol was repeated to create the standard curves from meat
inoculated with the E. coli NCTC 50365 strain.

To quantify the TC-resistant bacteria, 35 g portions were cut from the meat samples
and added to 315 ml buffered peptone water in a sterile plastic bag with a lateral filter. All
samples were homogenized in a MIX 2 masticator for 2 min. Two non-inoculated aliquots
were also analyzed as negative controls.

DNA was isolated from a 200 ul aliquot of each dilution or sample and was stored

at -20°C. After the qPCR reaction, the cycle threshold (Cr) was plotted against the log
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concentration of the template DNA. The standard curves and samples were made in

duplicate, and the averaged Cr values were calculated in all cases.

Statistical analysis. Student’s #-test was used to compare the counts that were
obtained by qPCR and by conventional microbiological methods. The differences were
considered statistically significant when P<0.05. X2 Pearson test was also used to assess the
relationship between the method of production and the presence of the tet(A) and tet(B)

genes. All analyses were performed using Predictive Analytics Software (PASW) (version

18.0) (IBM, Chicago, IL, USA).

RESULTS AND DISCUSSION

Mesophilic aerobic bacteria, Enterobacteriaceae, TC-resistant mesophilic aerobic
bacteria and Enterobacteriaceae and bacteria harboring the zet(A) and/or tet(B) genes were
counted (Table 1). In all cases, the global microbiological counts were significantly higher
in normal media than in media supplemented with tetracycline. In contrast, there were no
differences when comparing conventional with organic meat, with the exception of beef,
where the counts of mesophilic aerobic bacteria and resistant mesophilic aerobic bacteria
were significantly higher in organic meat. However, in chicken meat, the
Enterobacteriaceae counts were only significantly higher in conventional meat.

Few articles have compared mesophilic aerobic bacteria and Enterobacteriaceae
plate counts in meat samples and even fewer have compared these microbiota in media
supplemented with tetracycline. In the present work, the results in organic beef meat

confirmed that bacterial contamination in organic food is often higher than that obtained
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from their conventionally produced counterparts [1,3,20]. However, no significant
differences were found in the case of the Enterobacteriaceae counted in beef. Furthermore,
Miranda et al. [15] did not find differences between organic and conventional beef,
although they made this comparison exclusively in pathogenic strains and not in all
microbiota. Contrary to the beef experiments, the results of the Enterobacteriaceae counts
in chicken meat are different than the results obtained by Miranda et al. [20], who found
higher counts of Enterobacteriaceae but less antimicrobial resistance in organic poultry
meat. Because TC-resistant strains and resistance genes are becoming more widely
distributed in the environment, this prevalence could explain the lack of significant
differences between both types of farming.

In fact, many authors have assessed the tet genes in different kinds of samples, but
little is known about the direct quantification of bacteria harboring these genes. Although
E. coli is frequently studied following isolation from clinical samples [21] or from food of
animal origin [22], there are no investigations that can offer a global overview of all
microbiota that carry fet(A) and/or tet(B) genes in food samples. In this work, the authors
applied the Tagman qPCR method described by Guarddon et al. [19] in different types of
meat.

Standard curves were created to quantify bacteria harboring the fe#(A) and tet(B)
genes using pork, beef and chicken meat as matrices. A linear relationship between log
input CFU g'1 and Ctwas observed in all cases. To calculate the amount of bacteria with a
tet gene, each type of meat was inoculated with E. col/i BM13 (C600 RifR)/RP4 and E. coli
NCTC 50365 to calculate the presence of tet(A) and tet(B), respectively. Consequently, the
standard curve for tet(A) in pork had a slope of -3.02 and a square regression coefficient

(R?) of 0.9879, whereas zet(B) had a slope of -3.01 and an R* coefficient of 0.9656.
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Chicken meat inoculated in the same manner exhibited different results. For fet(A), the
slope was -3.53, and the R? coefficient was 0.9983, whereas the slope was -3.09 for ze#(B),
and the R? coefficient was 0.9470. Finally, the beef standard curve had a slope of -3.17 and
an R? coefficient of 0.9937 for tef(A) and a slope of -3.05 and an R? coefficient of 0.9963
for tet(B).

The linearity of standard curves decreased below 5x10° CFU g when the
calculations were performed in the aforementioned food matrices. Therefore, minimal
amounts of the tested genes could be detected; however, the quantification was not as
accurate as desired. Thus, the authors established the limit of detection (LOD) to be 5x10
CFU g to allow more precise quantification.

The amount of bacteria harboring tet(A) and te#(B) genes was evaluated among the
different types of meat, and the results showed that the zef(A) gene was detected in almost
100% of the samples. However, the presence of fe#(B) changed according to the tested
species. This corroborates other research that also found the ze#(A) gene more frequently
than fet(B) in porcine E. coli [21,23], E. coli isolated from foods of animal origin [22], E.
coli isolated from food animals [24] or gram-negative clinical isolates [25]. Nevertheless,
these rates changed regarding the LOD of the genes. The fef(A) gene was only more
frequent in chicken meat, whereas pork and beef showed greater percentages of bacteria
with the fef(B) gene. These results differ from those obtained by the cited authors.
However, it must be considered that the data presented in this work are obtained from the
total microbiota in the meat samples rather than from isolates, which offers a different
perspective on the bacteria that harbor these genes. This is a highly relevant issue because

these kinds of genes are transferred from many different genera and species of bacteria and
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not solely from pathogens such as E. coli; therefore, these microorganisms can also reach
humans through the food chain.

The counts of bacteria harboring the fef#(A) and/or fet(B) genes were also compared
between conventional and organic meat. These results revealed that only tet(B) was
significantly higher in conventional pork and chicken meat compared to the organic meat.
The counts for both genes (fef(A) + tet(B)) were significantly higher in conventional
chicken meat as well. These differences are shown in Figure 1, where the box plot
represents the results of the concentrations of counts of TC-resistant bacteria in 5 different
groups: TC-resistant mesophilic aerobic bacteria, TC-resistant FEnterobacteriaceae,
bacteria harboring the fef(A) gene, bacteria harboring the tet(B) gene and bacteria
harboring the both fet genes. The values of fef(A) above the median are more distributed
than those reached by fe#(B), for which the data are more concentrated in low values.
Surprisingly, these results can be found in animal species in which the frequency of the
tet(A) gene is lower, despite the high quantity of the gene. Therefore, the authors
emphasize that the percentage of strains with tet genes can differ from the amount in the
sample. Thus, in conventional beef, the average amount of bacteria harboring fef(A) was
2.8 log CFU g with 36.67% of the samples over the LOD versus 2.7 log CFU g with
53.33% of tet(B) gene. This difference may be due to the number of copies of the gene in
each bacterium because they are encoded on plasmids, and therefore, the fef(B) gene could
be present at a lower number per cell than zet(A), as observed by Fan et al. [25].

On the other hand, the frequency of the fef genes was also assessed in all analyzed
species. Regardless of the type of animal production, the fef(A) gene was found in
approximately 100% of the samples, whereas the detection of the fe#(B) gene changed

according to the animal species. Thus, this gene was detected in organic (76%) and
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conventional (70.9%) chicken meat; organic (95%) and conventional (55%) pork meat;
and organic (83.3%) and conventional (96.7%) beef. The percentages of samples that
showed the presence of the cited genes over the LOD are represented in Table 2.

The use of antimicrobials, such as tetracycline, in clinical practices acts as a
selective pressure that may increase drug resistance and the variety of resistance genes in
the environment [26]. Considering the specifications of the Regulation 889/2008/EC [10]
for organic production and, particularly, the restrictions on the use of antimicrobials,
differences depending on the farming method were expected in the amount of bacteria that
would be found to harbor the tef(A) and the tet(B) genes. Thus, counts of bacteria with the
tet(B) gene were significantly greater in conventional pork and chicken meat than in
organic meats. These differences were also observed when both genes were present in the
same species. These differences seem to be related to the farming method; however, beef
samples did not show the expected results because no differences were found for any of the
tested genes. Surprisingly, in several studies, the prevalence of antimicrobial resistance
genes could be not related to the use of veterinary antimicrobials [7,8,26]. In fact, Smith et
al. [26] observed a high prevalence of resistance to antimicrobial agents that are not
frequently used in chicken husbandry. Khachatryan et al. [8] related the high rate of
resistant bacteria to the age of the animal, finding this relationship greater in younger

calves independent of antimicrobial administration.

CONCLUSIONS

Many factors can influence the prevalence of drug resistance in bacteria found in

food of animal origin. This type of study may serve to warrant food security and to let the
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consumer know if organic products are actually better than conventional products.
Furthermore, it would inform the consumer whether the purchase of organic products is
worth the high price at the market. In this work, the results have shown a lack of
microbiological differences between organic and conventional meat, and because of that,
the authors cannot conclude that organic is better than conventional meat for the studied
parameters. As suggested by Magkos et al. [1], diseases in farming animals are inevitable.
Although in organic production homeopathic treatment has priority in the case of sickness,
allopathic medicines are not banned, so it is possible that antimicrobial agents are used
more than expected. However, it should be noted that the withdrawal period, which is
doubled in organic farming, is not enough to remove the TC-resistance genes in meat
bacteria and qPCR could be a useful tool for monitoring the presence of these genes.
Moreover, because of the obtained results, the authors propose the improvement of
not only hygiene practices in farms but also surveillance in animal production, particularly
in the use of antimicrobial agents. Nevertheless, the data for the frequency and amount of
tet genes also suggest that they are widely distributed, especially tet(A), in food of animal
origin. These genes are even present in organic food originating from animals in which the

use of antimicrobial treatment is seriously restricted.
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Figure Legend

Figure 1 Counts of TC-resistant bacteria in conventional and organic meat samples.
Box plots showing a comparison of the counts of TC-resistant mesophilic aerobic bacteria
(MATE), TC-resistant Enterobacteriaceae (EBTE) and bacteria harboring the fef(A)
and/or tet(B) genes between organic and conventional beef, pork and chicken meat
(expressed in log CFU g™). The box limits are in the 25™ and 75" percentile, and the band
in the middle of the box is the median; the whiskers are in the 1.5 interquartile range. Data
not included between the whiskers are plotted as outliers with small circles (mild) or stars

(extreme outlier).
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Table 1 The counts of mesophilic aerobic bacteria (MA), Enterobacteriaceae (EB), TC-
resistant mesophilic aerobic bacteria (MATE), TC-resistant Enterobacteriaceae (EBTE)
and the total counts of bacteria harboring the zet genes in organic and conventional chicken

meat, beef and pork, expressed in log CFU g™

=
Production Meat Counts (log CFU g™)

Method Samples EB EBTE MA MATE tet(A) tet(B) tet(A)+
tet(B)

Chicken (30) 2.8 18 47 37 27 18 28
Organic Beef(30) 34 18 59 51 24 29 32

Pork (40) 28 1.7 51 42 27 27 3.1

Chicken(31) 3.7 21 53 43 28 28 3.3

Conventional
Beef (30) 3.0 1.8 50 40 28 27 3.3

Pork (40) 30 17 47 40 25 3.2 3.4
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Table 2 The percentages and numbers of samples wth bacteria harboring tet(A), tet(B) and
both tet genes over the LOD in organically and conventionally produced pork, beef and

chicken meat.

Genes tet(A) tet(B) tet(A) + tet(B)
Meat . . . . . .
Organic Conventional Organic Conventional Organic Conventional
Samples
Pork 42.5(17) 45 (18) 35 (14) 67.5 (27) 57.5 (23) 100 (40)
Beef 36.67 (11)  36.67 (11) 63.33 (19) 53.33 (16) 73.33 (22) 80 (24)
Chicken 43.33 (13) 41.9 (13) 6.67 (2) 58.1 (18) 40 (12) 90.32 (28)
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5.4 CAPITULO 4

5.4.1 Evaluacion de residuos de tetraciclinas y bacterias resistentes a tetraciclina en

preparados alimenticios infantiles convencionales y ecologicos

Assessment of tetracyclines residues and tetracycline resistant bacteria in

conventional and organic baby foods
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RESUMEN

Los bebés y los nifios son muy vulnerables a las infecciones bacterianas y el uso de
antimicrobianos ha de ser controlado cuidadosamente en esta poblacion, especialmente
para evitar que aparezcan bacterias resistentes a estos agentes, lo que puede reducir las
opciones de tratamiento en casos de enfermedad. Los objetivos de este trabajo fueron, por
un lado, comparar la cantidad de genes de resistencia a tetraciclinas, tet(A) y tet(B), entre
alimentos preparados para bebés y nifios de corta edad convencionales y ecoldgicos y, por
otro evaluar la presencia de residuos de tetraciclinas en estas muestras. Los recuentos de
bacterias con el gen tetf(A) fueron significativamente mas altos que aquellos con el gen
tet(B) y no existieron diferencias significativas en la cantidad de estos genes entre las
muestras convencionales y las ecoldgicas. Ademas, las muestras que tuvieron ciertas
cantidades de residuos de tetraciclinas también fueron positivas para la presencia de los
genes fet y, al revés, cuanto no se detectd la presencia de los genes en las muestras, el
resultado también fue negativo para la presencia de residuos. Sorprendentemente, los
porcentajes de residuos de tetraciclina fueron mayores en muestras ecoldgicas que en
convencionales (37% de preparados ecologicos de carne de ave y 27% en los de ternera).
Dados los resultados, no se puede concluir que los preparados ecologicos para bebés y
nifos de corta edad sean mas seguros que los convencionales para los parametros
estudiados. La cuantificacion de los citados genes sirven como indicador de la materia

prima de los preparados antes de su tratamiento térmico.
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ABSTRACT

Infants and children are very vulnerable to bacterial infections and the use of
antimicrobials has to be carefully controlled in this population group, particularly to avoid
the appearance of bacteria that are resistant to these agents, which can reduce the treatment
options in cases of sickness. The aims of this work were to compare the amount of
tetracycline resistance genes, fef(A) and fef(B), between conventional and organic meat-
based baby foods and to use the quantification of these genes to assess the presence of
tetracycline residues in these samples. General counts of bacteria harboring the zet(A) gene
were significantly higher than those containing te#(B), and there was no significant
difference in the amount of these genes between the organic and the conventional samples.
Moreover, samples with certain amounts of tetracycline residues were also positive for the
presence of tet genes, and when the presence of the genes was not detected, the samples
were also negative for the presence of residues. Surprisingly, the percentages of
tetracycline residues were higher in organic samples than in conventional (37% of organic
poultry meat-based samples and 27% in the case of beef). It cannot be concluded that
organic formulas are safer than conventional formulas for the studied parameters. The
quantification of the cited genes serves as an indicator of the raw material of the samples

before being processed.

Keywords: tetracycline-resistance, baby foods, qPCR, tet(A), tet(B)
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INTRODUCTION

The use of antimicrobials in infants and children is quite controlled because this
population group is very susceptible to bacterial infections; their immune systems are not
completely developed (Rodriguez and others 2011), and some of these agents are still not
adequate for them. One example is the use of tetracycline (TC) in children, which can
permanently damage the enamel of their teeth (Keep antibiotics working 2002).
Additionally, recent investigations revealed that antimicrobial use in early life is associated
with consistent increases in body mass and could therefore contribute to the growing
childhood obesity (Trasande and others 2012).

Animal infectious diseases are frequently treated with antimicrobial agents, which
contribute to the appearance of resistant bacteria that could pose a human health hazard
through the food chain (Hamer and others 2002; Tollefson and Karp 2004; Aarestrup
2005). As a consequence, conventional farming is not favorably regarded due to the
crowding conditions of the animals on farms, which facilitate the appearance of infectious
diseases and, therefore, encourage the disproportionate use of antimicrobial agents (Bailey
and Cosby 2005). Contrary to this type of animal rearing, Regulation 889/2008/EC
provides details of the restrictive rules for obtaining organic products, which are
guaranteed by the community logo on the label of the product. Thus, in regards to sickness
encountered in organic farming, synthetic allopathic medicines should be limited to the
minimum number possible, and the withdrawal period must be twice the established
amount of time for conventional production. Because of this regulation, organic products

have become an attractive option for consumers who often perceive these products as
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being healthier and safer than the products obtained from conventional farming (Magkos
and others 2006; Young and others 2009).

One of the antimicrobials most used in Europe for the treatment of animal
infections is the tetracycline (TC) group (Kools and others 2008). Particularly in Spain,
TCs were the best-selling antimicrobial family in 2009 (Ministerio de Sanidad, Politica
Social e igualdad 2009). The indiscriminate use of these agents has favored the selection
and distribution of tetracycline-resistant (TR) bacteria (Chopra and Roberts 2001). The
majority of TC-resistance (fef) genes in bacteria have been associated with genetic
elements, which facilitate the rapid dissemination of these genes among bacterial species
(Chopra and Roberts 2001; Sunde and Norstrom 2006). Nevertheless, due to the reduced
antimicrobial selection pressure in organic farming, it is reasonable to think that TR
bacterial counts should be higher in conventional products than in organic products.
Because bacterial antimicrobial resistance could reduce the number of effective drugs
available to treat sick infants and children, this issue is important (Keep antibiotics
working 2002). Hence, it would be interesting to know if organic baby foods are a
healthier alternative to conventional products because they are expected to have fewer
tetracycline residues and, therefore, fewer tetracycline resistant bacteria.

To investigate this topic, the fef(A) and the fe#(B) genes have been used for the first
time as biomarkers to quantify, by qPCR, the TR bacteria in organic and conventional
meat-based baby foods because these genes are two of the most frequently found zet genes
in Gram-negative bacteria (Chopra and Roberts 2001). Taking into account the nature of
the samples, the main objective of the present work was to compare the obtained results
between the conventional and the organic samples and among the tested species. A

secondary objective was to assess the presence of tetracycline residues in baby foods with
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a screening method, such as a receptor assay. Presently, the majority of the reported
methods have been employed to verify the presence of different residues in baby foods;
however, they are usually often used as confirmation methods, including liquid

chromatography (Rodriguez and others 2011; Aguilera-Luiz and others 2012).

MATERIALS AND METHODS

Sample collection

A total of 151 samples of conventional (68) and organic (83) baby foods for infants
and young children were analyzed in the present work. The choice of the samples, in the
form of puree, was made according to the composition: 67 with poultry meat (38
conventional and 29 organic), 67 with beef (34 conventional and 33 organic) and 17
vegetable baby foods (11 conventional and 6 organic). All of the samples were bought in
supermarkets and pharmacies in Galicia (North-Western Spain), Madrid (Spain), Dresden
(Germany) and Milan (Italy) from September 2010 to June 2011.

The composition of the different samples according to the labels was based on
poultry meat (chicken or turkey meat) (4.5-40%), beef (8-40%) and vegetable-based baby
foods, in which case the content varied from 67 to 99%. Other ingredients such as rice,
pasta or vegetables, among others, were also integrated in the sample. The presence of
milk was only reported in the label of some chicken meat-based products (18%).

The number of trademarks varied according to the animal species used and the
farming method used. Thus, the research was carried out with 8 trademarks of

conventional beef and 6 of organic beef, 7 of conventional chicken meat and 8 of organic
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chicken meat and 5 trademarks of vegetable samples. Samples purchased in the same
establishment were obtained on different days, and all samples belonged to different
batches. Afterward, the samples were transported to the laboratory and were analyzed

within 48 hours of collection.

Sample preparation for qPCR and conventional microbiological assays

Portions of 35 g from each sample were taken and added to 315 ml buffered
peptone water (Merck) in a sterile bag with a lateral filter. Samples were homogenized in a
masticator MIX 2 (AES, Combourg, France) for 2 min. Aliquots of 200 ul of the
homogenates were subjected to DNA isolation using the High Pure PCR Template
Preparation Kit (Roche, Mannheim, Germany), according to the manufacturer’s
instructions for the isolation of nucleic acids from bacteria or yeast. After isolation,
purified DNA was recovered in 50 pl of elution buffer and stored at -20°C until PCR

analysis.

PCR conditions

Primers, probes previously designed by Guarddon and others (2010) (Table 1) and
Environmental Master Mix 2.0 (containing ROX as a passive reference) were obtained
from Applied Biosystems (Warrington, UK). qPCR was performed using 25 pl reaction
volumes, which included 7.5 ul template DNA, 12.5 ul Environmental Master Mix, 900
nM each primer (forward and reverse) and 200 nM Taqgman probe. Amplification,

detection and quantification were performed using an ABI PRISM 7000 Sequence
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Detection System (Applied Biosystems, USA) under the following conditions: 10 min at
95°C for Tag-polymerase enzyme activation, followed by 40 cycles of 15 s at 95°C for
denaturation and 1 min at 60°C for annealing and extension. Standard curves and food
samples were processed in duplicate. Negative controls, consisting of all of the elements of

the reaction except for the template DNA, were included in all tests.

Quantification assays

The steps to create the standard curves were based on the method reported by
Guarddon and others (2011). To quantify bacteria harboring the fe#(A) gene, an aliquot of
each type of baby food was artificially inoculated with Escherichia coli BM13 (C600
RifR)/RP4, provided by the Institute Pasteur (Paris, France), whereas Escherichia coli
NCTC 50365, obtained from the National Culture Type Collection (NCTC) (Health
Protection Agency, Salisbury, UK), was used for the te#(B) gene. Both strains were grown
at 41°C in Violet Red Bile Glucose Agar (VRBG) (Merck, Darmstadt, Germany) for 24
hours. After incubation, Brain Heart Infusion (BHI) (Difco, Detroit, MI, USA) tubes were
inoculated with these isolated strains and were subsequently incubated at 31°C to obtain a
concentration of 10° CFU/ml, which was determined by a McFarland densitometer (Dinko,
Barcelona, Spain) and confirmed by plate counting in PCA (Merck).

Standard curves were created using 10-fold serial dilutions from the cited pure
cultures, ranging from 10° CFU/ml to 10> CFU/ml. A portion of 35 g from the puree was
aseptically added to 315 ml of buffered peptone water (Merck) in a sterile bag with a
lateral filter and homogenized in a masticator for 1 min. Then, 5 tubes were filled with 9

ml of the homogenate, and each tube was filled with 1 ml of each dilution of the pure
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cultures, from 10° CFU/ml to 10> CFU/ml (corresponding to a final concentration from 10’
CFU/g to 10° CFU/g).

For quantifying tetracycline resistant bacteria in the samples, 35 g aliquots were
added to 315 ml of buffered peptone water in a sterile plastic bag with a lateral filter. All of
the samples were homogenized in a masticator MIX 2 for 1 min. Additionally; two non-
inoculated aliquots were filtered through a syringe filter of 0.45 pm and analyzed as
negative controls.

An aliquot of 200 pl from each dilution/sample was subjected to DNA isolation,
recovered in 50 ul of elution buffer and stored at -20°C until PCR analysis. After the gPCR
reaction, the cycle threshold (Ct) was plotted against the log concentration of the template
DNA. Samples for the standard curves and food samples were processed in triplicate and

duplicate, respectively, and the averaged Cr values were calculated in all cases.

Quantification of tetracyclines residues in baby foods

A receptor assay (Superscreen Tecna, Trieste, Italy) was used for the determination
of TCs residues in samples of baby food. This kit was designed to detect tetracycline,
oxytetracycline, doxycycline and chlortetracycline in meat samples at concentrations
according to the Regulation (EC) No 470/2009. Considering there are no specific enzyme
immunoassays for the detection of tetracyclines in baby foods and due to the content of
meat in the samples, the authors have carried out the assays according to the
manufacturer’s instructions as if the types of baby food were samples of meat. Every

sample was analyzed in duplicate, and the results were considered the average of both
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determinations for each sample. Absorbance was measured with a plate reader (Das,

Roma, Italy) at 450 nm.

Statistical analysis

Comparison between the counts obtained by qPCR and conventional
microbiological methods were determined by Student’s ¢ test. The differences were
considered to be statistically significant when P<0.05. All of the analyses were performed

using the PASW (version 18.0) (IBM, Chicago, IL, USA).

RESULTS AND DISCUSSION

All of the standard curves, created from each type of baby food, exhibited a linear
relationship between log input CFU/g and Cr, and the values of slope were close to those
recommended by Higuchi (1993). These values, shown in Table 1, are better than those
previously obtained by Guarddon and others (2011) because the efficiency of the reaction
was improved. Linearity decreased below 3.7 log CFU/g, which means that minimal
amounts of the fet genes could be detected, but quantification below this limit may have
decreased the accuracy of the results. Thus, the limit of detection established by the
authors for every matrix was 3.7 log CFU/g to quantify the amounts with more precision.

Bacteria presumptively harboring the fef#(A) and/or tet(B) genes were quantified
with respect to the standard curves. The results showed that, comparing the production
methods, counts of zet(A) were significantly higher in the conventional products than in the

organic products, which would be expected due to the restricted use of antibiotics in
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organic production (Figure 1). However, in the case of tet(B), the counts were significantly
greater in the organic samples compared to the conventionally produced samples. No
differences were found when the sum of both genes was compared in both types of
production. Contrary to other studies in which the prevalence of resistant bacteria were
mainly higher in conventional meat (Miranda and others 2007; Miranda and others 2008;
Young and others 2009), the authors of this work have not found clear evidence of this
difference for the tetracycline resistance parameter between both types of farming
methods. This fact was also highlighted by other researchers such as Wilhelm and others
(2009), who did not find significant differences between organic and conventional dairy
production in four of seven articles, which were cited in their review article about the
prevalence of multidrug resistant bacteria.

Regarding the samples containing poultry meat, there were no significant
differences between organic and conventional production in the case of the tet(A) gene
(Table 2). Interestingly, the counts of bacteria presumed to contain fe#(B) were
significantly higher in organic farming. In contrast, with respect to the beef-based samples,
the counts of bacteria presumed to harbor the fef(A) gene were higher in conventional baby
foods than in organic baby foods. However, no significant differences were found when
the two types of production systems were compared for fe#(B). Taking into account the
importance of both tet(A) and fef(B) genes in Gram-negative bacteria, the authors have
also added the results for both genes to make an estimation of their prevalence in this
group as well as in other resistant bacterial populations that could be present in the raw
material of the baby foods before the heat treatment. Nevertheless, the results showed that
there were no significant differences between poultry meat-based conventional and organic

samples, whereas samples with beef contained significantly higher TR genes in the
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conventional samples than in the organic samples. These results differ from other studies
in which Enterobacteriaceae spp. isolated from organic poultry meat (Miranda and others
2008) or isolates of E. coli and S. aureus from organic beef (Miranda and others 2009)
have shown that organic production may limit the presence of antibiotic resistant bacteria
in meat. However, in this work, the lack of significant differences between organic and
conventional production correlates with the work of Sato and others (2004) (Sato and
others 2004) about the antimicrobial susceptibility of S. aureus in organic and conventional
milk.

Based on the nature of the samples and regardless the farming method, the amount
of TR bacteria detected within the poultry meat-based products was significantly higher
than the amount detected in beef- or vegetable-based products (Figure 2). However, in the
beef-based samples, this difference was only observed for the fe#(B) gene; bacteria
harboring this gene were greater in the beef-based food than in the vegetable-based baby
foods. Conversely, no differences were found either for the zet(A) gene or for the addition
of both genes. These results would be expected because TCs are frequently used in animal
medicine, which could increase the amount of TR bacteria in the animal (Chopra and
Roberts 2001; Aarestrup 2005). In fact, the presented data are in accordance with those
reported in the DANMAP (2009), where percentages of TR E. coli were higher in poultry
meat than in beef.

In all types of baby foods, the counts of bacteria harboring the tet(A) gene were
significantly higher than te#(B) in both types of production (Table 2). This result is in
accordance with other authors who also found the presence of 7e#(A) more frequently than
tet(B) in porcine E. coli (Lanz and others 2003; Schwaiger and others 2010), E. coli

isolated from foods of animal origin (Jouini and others 2009), E. coli isolated from food
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animals (Sengelov and others 2003) and Gram-negative clinical isolates (Fan and others
2007). However, it is necessary to highlight that the data presented in this work were
obtained from the total microbiota in the baby food samples rather than from isolates,
which offers a complete perspective on the amount of bacteria that harbor these genes.
This difference is a highly relevant issue because, although almost all of the bacteria
present in these types of samples are dead, extracellular segments of DNA with fef genes
could be transmitted by horizontal transfer to other live bacteria (Thomas and others 2005;
Agerso and others 2006), such as the intestinal microbiota of babies. Moreover, it must be
noted that the quantification of the cited genes serves as an indicator of the raw material in
the samples before being processed.

In the case of vegetable-based baby foods, mean counts of bacteria harboring the
tet(A) gene were also higher than those harboring the fe#(B) gene. The sum of both genes
in these samples was also compared with those that are meat-based because these types of
samples contained high amounts of vegetables in addition to the meat. The results showed
that poultry meat-based samples exhibited higher counts than those reached by vegetable-
based samples. However, no significant differences were found when compared with beef-
based samples (p=0.303). In fact, there were remarkably high counts of bacteria harboring
tet genes in vegetable-based samples, although the presence of antimicrobial resistant
bacteria in vegetable products has also been detected by other authors (Vidaver 2002;
Phillips and others 2004; Miranda and others 2009). The high rates of tetracycline resistant
bacteria in this type of sample could be explained by the presence of tetracycline residues
and fet genes transmitted to vegetable crops through different routes, such as manure,

sewage and surface or irrigation waters (Khachatourians 1998; McGowan 2007), which

138



Resultados

may have human health consequences. Hence, vegetables could serve as a route of
transmission for antimicrobial resistant bacteria to consumers (Vidaver 2002).

The amount of tetracycline residue equivalents was analyzed with an enzyme
immunosorbent assay to verify whether there was any correlation between the amount of
residues and the amount of tetracycline resistant bacteria in the baby foods (Table 2).
Almost all of the samples had less than 50 pg/kg tetracycline residue equivalents and the
analyzed genes were present in almost all of them. Although there was no correlation
between the amount of residues and the amount of resistant bacteria, it was observed that
the samples with certain amounts of tetracycline residue equivalents were also positive for
the presence of tet genes. In contrast, when the presence of the genes was not detected, the
sample was also negative for the presence of tetracycline residues. In addition, both types
of farming methods, conventional and organic, were compared, and 37% of organic
poultry meat-based samples were positive versus 21% of conventional samples. In the case
of organic beef-based samples, 27% were positive in contrast with 18% from conventional
production. Surprisingly, the higher average of residues was obtained in samples of
vegetables and in organic baby foods, especially in beef-based samples, in which a total of
5 samples were over the maximum residue limit allowed for tetracycline in muscle

(Commission Regulation (EU) No 37/2010).

CONCLUSIONS

Regarding the results obtained for the tet(A) and fe#(B) genes, it can be concluded

that this study may serve to assess the quality of raw baby food material before being

sterilized and to let the consumer know if organic products are actually better than
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conventional products. Surprisingly, both fet genes were present in all types of organic
baby foods, and it must be noted that animals reared under organic conditions have
severely limited possibilities of being treated with antimicrobials. Therefore, the authors
cannot conclude that organic formulas are better than conventional formulas for the studied
parameters. Furthermore, the amount of fet genes also suggests that they are widely
distributed, especially tet(A), in foods of animal origin and, what is more surprising, in

vegetable-based products as well.
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Resultados

Table 1 Values of square regression coefficient (R2) and slope of the standard curves
constructed from baby foods based on poultry meat, beef and vegetables inoculated with E.

coli BM13 (C600 RifR)/RP4 (tet(A)) and with E. coli NCTC 50365 (tet(B))

tet(A) tet(B)
R? Slope R? Slope
Poultry meat 0.9997 -3.32 0.9996 -3.29
Beef 0.9887 -3.17 0.9876 -2.97
Vegetables 0.9985 -3.26 0.9747 -3.20
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Table 2 Mean counts of bacteria harboring the tet(A) and/or the tet(B) genes in

conventional and organic baby foods based on poultry meat, beef and vegetables,

expressed in log CFU/g; and mean counts of tetracycline residues expressed in pg/kg of

tetracycline equivalents.

Genes
Farming Type of Tetracycline
tet(A) +
method sample tet(A) tet(B) residues
tet(B)
Poultry meat 4.5 3.2 4.6 51.2
Conventional
Beef 4.2 2.7 4.2 51.2
Poultry meat 4.6 3.9 4.7 53.1
Organic
Beef 3.7 2.9 3.8 66.2
Vegetables 3.9 2.5 3.9 53.3
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Figure 1 Counts of TC-resistant bacteria in conventional and organic baby foods. Box
plots showing a comparison of the counts of bacteria harboring the tet(A) and/or fet(B)
genes between organic and conventional baby foods (expressed in log CFU/g). The box

limits are in the 25" and 75™ percentile, and the band in the middle of the box is the

median; the whiskers are in the 1.5 interquartile range.
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Figure 2 Quantity of bacteria harboring the fe#(A) and/or fe#(B) genes in baby foods for
infants and young children based of vegetables, poultry meat and beef, expressed in log

CFU/g.
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Discusiéon

En este trabajo, se ha desarrollado un método para la deteccion y la cuantificacion
de los genes de resistencia a tetraciclina tet(A) y fet(B) en alimentos. Son muchos los
autores que han publicado datos acerca de la presencia de estos y otros genes fef. Sin
embargo, la mayoria de ellos son estudios relacionados con la frecuencia de estos genes en
cepas aisladas de diferentes fuentes (Bryan y col., 2004; Fan y col., 2007; Smith y col.,
2007). Otros autores detectaron o cuantificaron estos genes con otras técnicas, como PCR
convencional o con PCR cuantitativa utilizando agentes intercaladores fluorescentes no
especificos como SYBR Green (Jones y col., 2006; Fan y col., 2007).

Por otra parte, muchos investigadores han utilizado la PCR en tiempo real con
sondas Taqman para detectar y cuantificar determinadas especies bacterianas a partir de
diferentes alimentos (Elizaquivel y col., 2008; Fernandez y col., 2006; Pennacchia y col.,
2009). No obstante, no hay evidencia en la literatura cientifica sobre la cuantificacion
directa de bacterias portadoras de los genes de resistencia a tetraciclina fe#(A) y tet(B) en
alimentos. Si bien es cierto que se ha cuantificado el gen te#(M) en la superficie de la
carne, este gen estd presente principalmente en bacterias gram positivas (Holzel y col.,
2011).

Poder disponer de métodos que nos permitan la deteccion de estos genes es de gran
importancia desde el punto de vista sanitario, ya que en el caso de que estén presentes en
los alimentos, podrian ser transferidos a la flora bacteriana humana a través de la cadena
alimentaria. Como resultado de este trabajo, hemos conseguido desarrollar un método
valido para este proposito que ademas es reproducible, ya que se hicieron tres ensayos
independientes para cada curva patrén con una desviacion estandar minima. Sin embargo,
la sensibilidad vari6 de un gen a otro. Asi, la sensibilidad para tet(B) fue menor que para el

gen fet(A) y teniendo en cuenta que estos genes estdn codificados en pldsmidos, esto
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podria deberse a que las células bacterianas posean un niimero de copias variable para cada
uno de ellos, tal y como sugieren Fan y col. (2007) en su trabajo. De hecho, al igual que en
nuestro caso, estos autores también obtuvieron una menor sensibilidad para el gen fe#(B)
en cepas aisladas de E. coli.

La cuantificacion de los genes fe#(A) y tet(B) se hizo a partir de rectas de calibrado
obtenidas para cada uno de los genes. Para obtener dichas rectas se inocularon alicuotas
asépticas de carne y pescado con bacterias portadoras de estos genes y, posteriormente, se
realizaron diluciones decimales a partir de estas, con el fin de aproximarse, en la medida de
lo posible, a una muestra real.

El limite de deteccion (LOD) obtenido por este método fue de 50 ufc/ml en cultivo
puro y 5x10% ufc/g en muestras de carne y pescado para ambos genes. Estos resultados
coinciden con trabajos anteriores de otros autores como Fan y col. (2007), en cuyo estudio
enfocado a bacterias resistentes a tetraciclina, pudieron detectar entre 10 y 1000 ufc por
reaccion en aislamientos clinicos. Otros autores, Elizaquivel y col. (2008) obtuvieron un
LOD de 1,8x10* ufc/g de Leuconostoc mesenteroides en carne inoculada por un método
similar, lo que es sustancialmente superior al limite alcanzado por el método desarrollado
en esta tesis.

En las muestras de pescado, no hubo buena correlacion cuando se compararon los
recuentos obtenidos por qPCR con los recuentos de enterobacterias resistentes a
tetraciclina. Sin embargo, si hubo una correlacion positiva al compararlos con los
recuentos de aerobios mesofilos resistentes. Esto puede deberse a que las muestras de
pescado estan contaminadas no solo con enterobacterias, sino también con otros
microorganismos gram negativos como Pseudomonas, Aeromonas o Vibrio que también

puede albergar genes tet. Estas bacterias no se contabilizaron en los recuentos
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microbiologicos, sin embargo, si fueron tenidas en cuenta en los recuentos de PCR ya que
esta técnica se utilizd para cuantificar de forma global todas las bacterias que tuviesen el
gen tet(A) y/o el gen tet(B) sin discriminar la especie.

Como curiosidad, también es importante resaltar los altos valores obtenidos de
bacterias resistentes a tetraciclina en muestras de merluza (Merluccius merluccius), cuyo
habitat natural es el fondo del mar y que a priori no deberian portar genes de resistencia a
antibioticos. La explicacion podria basarse en la contaminacion de las aguas marinas, en
los transportes u otras manipulaciones como la evisceracion (Jay y col., 2005), pero esto es
una conjetura que no puede confirmarse sin un estudio mas exhaustivo de este tipo de
muestras.

En el segundo capitulo de esta tesis se aplicd el método en distintos tipos de carne
convencional. Las rectas de calibrado creadas a partir de carne de aves de corral, ternera y
cerdo sirvieron para determinar la cantidad de bacterias con los genes de interés en los
distintos tipos de carne. La linealidad disminuyd por debajo de 5x10% ufc/g, lo que
significa que, aunque se podrian detectar cantidades muy pequefias de los genes tet(A) y
tet(B) en este tipo de muestras, la cuantificacion por debajo de este valor podria no ser tan
precisa y, por lo tanto, fue este el establecido como LOD.

Los recuentos microbioldgicos de microorganismos resistentes a tetraciclina fueron
comparados con los obtenidos por qPCR vy, en todos los tipos de carne, los valores de
qPCR estuvieron mas proximos a valores de enterobacterias que a los de aerobios
mesofilos. De hecho, no se encontraron diferencias significativas entre los recuentos de
enterobacterias resistentes y los de qPCR. Este hecho era previsible si tenemos en cuenta
que los genes fef(A) y tet(B) se encuentran exclusivamente en bacterias gram negativas y

que la mayoria de ellas pertenecen al grupo de las bacterias entéricas (Chopra y Roberts,
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2001). Por el contrario, las cantidades de aerobios mesoéfilos resistentes obtenidos a través
de métodos convencionales fueron significativamente superiores que los recuentos
obtenidos mediante el método molecular.

La presencia de los genes fef(A) y tet(B) vari6 segun la especie analizada. Mientras
que otros autores (Sengelov y col., 2003; Schwaiger y col., 2010; Lanz y col., 2003)
encontraron el gen fef(A) como el mas frecuente en cerdos, broilers y ganado vacuno, en
este trabajo dicho gen so6lo fue significativamente mas frecuente en el caso de la carne de
pavo. Sin embargo, la principal diferencia obtenida entre los resultados obtenidos en este
trabajo y los anteriormente obtenidos por estos autores es que, en nuestro caso, se
considerd toda la microbiota portadora de estos genes en lugar de evaluar su presencia
unicamente en aislamientos de E. coli. Por lo tanto, este método ofrece una perspectiva
novedosa, necesaria y global acerca de la cuantificacion de los genes zef(A) y tet(B) en
carnes.

Por otra parte, en base a la legislacion sanitaria de la mayoria de los paises, la carne
destinada al consumo humano debe proceder de animales que hayan pasado el periodo de
supresion en caso de haber sido tratados con antibidticos. En este sentido, muchos
investigadores sostienen que las bacterias resistentes a los agentes antimicrobianos
desaparecen en cuanto se retira el tratamiento con estos farmacos (Levy y col., 1998;
Aarestrup y col., 2005). No obstante, otros autores sefialaron que en algunas ocasiones
existen cepas resistentes en la microbiota del animal que puede persistir en ausencia de la
presion selectiva que ejerce el antibiotico (Pedersen y Wedderkopp, 2003) o al menos
hasta el final del periodo de supresion cuando ya es legal el consumo de la carne de estos

animales (Miranda y col., 2008).
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En base a lo anterior, se ha considerado interesante averiguar la cantidad de
residuos de tetraciclinas presentes en la carne mediante una prueba de cribado y los
resultados obtenidos mostraron que, en todos los tipos de carne estudiados, las
concentraciones medias de tetraciclinas fueron superiores a los LMR establecidos para
cada tipo de tetraciclina de forma individual. No obstante, hay que sefialar que estas
muestras se analizaron de forma global y que para saber la cantidad correspondiente a cada
sustancia en particular seria necesario valerse de métodos de confirmacion no utilizados en
este estudio. En cualquier caso, los resultados obtenidos demuestran que, tal y como han
indicado otros autores (DANMAP, 2009; Aarestrup, 2005), las tetraciclinas se usan
habitualmente en produccion animal y, en consecuencia, es facil encontrar la presencia de
residuos de dichos antibidticos en carnes compradas en el comercio minorista.

En la carne producida por métodos ecologicos, salvo excepcion, no se encontraron
diferencias significativas en los recuentos microbiologicos en comparacion con la carne
convencional. Los resultados obtenidos en carne de ternera ecoldgica confirmaron que la
contaminacion bacteriana en estos alimentos es con frecuencia mayor que en sus
homologos convencionales (Bailey y col., 2005; Magkos y col., 2006). Sin embargo, no se
encontraron diferencias significativas en lo referente a la contaminacion por
enterobacterias. Si bien es cierto que no existen muchas referencias en la literatura
cientifica para contrastar estos datos, hay autores que tampoco han encontrado diferencias
en cuanto a la prevalencia de determinados microorganismos patdgenos en este tipo de
carne (Miranda y col., 2009).

Por otra parte, cuando se comparar6 la carne de pollo convencional con la
ecoldgica, solo se encontraron diferencias significativamente mayores para los recuentos

de enterobacterias de las muestras convencionales. Sin embargo, el hecho de no encontrar
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diferencias entre los recuentos de aerobios mesoéfilos y enterobacterias resistentes, puede
deberse a que tanto estos microorganismos como los genes de resistencia estan
ampliamente distribuidos en el medio ambiente.

De hecho, el gen tet(A) se detectd practicamente en el 100% de las muestras,
mientras que la presencia del fe#(B) varié dependiendo de la especie analizada. Esto
concuerda con otros trabajos que también encontraron con mas frecuencia el primer gen
que el segundo en aislamientos de E. coli de cerdos (Schwaiger y col., 2010; Lanz y col.,
2003), E. coli en alimentos de origen animal (Jouini y col., 2009), E. coli en animales de
produccion (Sengelov y col., 2003) o en gram negativos de muestras clinicas (Fan y col.,
2007). No obstante, estas proporciones cambiaron cuando se tuvo en cuenta el LOD de los
genes. De este modo, el tet(A) solo fue mas frecuente en carne de pollo, mientras que en el
cerdo y la ternera se obtuvieron mayores porcentajes de fef(B). Esto hace que los
resultados difieran de aquellos obtenidos por los autores previamente citados, aunque hay
que destacar que la microbiota valorada también fue diferente.

Cuando se compar¢ la cantidad de bacterias portadoras de estos genes entre ambos
tipos de carne, solo el fef(B) fue significativamente mayor en carne convencional de cerdo
y de pollo que en la ecologica. Esto es relevante teniendo en cuenta la alta restriccion en el
uso de medicamentos alopaticos que establece el Reglamento 889/2008 relativo a la
produccion ecologica, por lo que cabria esperar diferencias mas notables entre ambos tipos
de produccion. En este sentido hay autores que afirman que la prevalencia de genes de
resistencia podria no estar relacionada con el uso de agentes antimicrobianos de uso
veterinario (Enne y col., 2001; Khachatryan y col., 2004; Smith y col., 2007). Un ejemplo
de esto es el estudio de Smith y col. (2007) en el cual se observaron altos niveles de

resistencia a agentes antimicrobianos no usados tipicamente en la cria de pollos.
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Al investigar los alimentos infantiles, las rectas de calibrado, igual que en el caso
de la carne, mostraron relacion lineal entre la concentracion de bacterias resistentes y el Ct
y los valores de la pendiente también fueron cercanos a los recomendados por Higuchi y
col. (1993). A pesar de esto, la linealidad disminuyd por debajo de 5x10° ufc/g, por lo
tanto, este valor fue el establecido como LOD para este experimento. Esta diferencia de
una unidad logaritimica con respecto a los trabajos anteriores, puede deberse a que la
matriz alimentaria es mucho mas compleja que en el caso de la carne, ya que los
preparados infantiles estan constituidos por diferentes ingredientes que pueden suponer un
problema a la hora de aislar el ADN diana o incluso de llevar a cabo la reaccion de PCR.

Al igual que en el caso de la carne, los recuentos de bacterias portadoras de los
genes fet(A) y/o tet(B), fueron realizadas a partir de las rectas patron y para el gen fef(A)
los recuentos fueron significativamente mayores en los productos convencionales que en
los ecoldgicos, lo que se corresponde con las expectativas creadas para ambos tipos de
produccion. Por el contrario, los recuentos de bacterias portadoras del gen fe#(B) fueron
significativamente mayores en las muestras ecologicas. Al contrario que otros estudios en
los que la prevalencia de bacterias resistentes fue mayor en la carne convencional (Miranda
y col., 2007; Miranda y col., 2008; Young y col., 2009), en esta tesis no se han encontrado
evidencias de esta diferencia para el parametro de resistencia a tetraciclina, lo que hace
pensar que la presencia de genes de resistencia en estos alimentos no estd vinculada al tipo
de produccion con el que obtuvieron los ingredientes. De este modo, en los tarritos que
contenian carne de ave solo se obtuvieron diferencias significativas en el caso del gen
tet(B), el cual se encontr6 en mayor cantidad en muestras organicas, mientras que en los
preparados con carne de ternera solo fueron mayores los resultados para tet(A) en

productos convencionales. Estos resultados difieren de los de otros investigadores que
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demostraron que el sistema de cria animal podria limitar la presencia de bacterias
resistentes a antibidticos en carne (Miranda y col., 2008). Sin embargo, en este trabajo no
se encontraron diferencias significativas entre ambos sistemas de produccion, lo cual
concuerda con otros estudios como el de Sato y col., (2004), quienes estudiaron la
susceptibilidad a antimicrobianos en Staphylococcus aureus en leche organica y
convencional y tampoco encontraron diferencias significativas.

Atendiendo a la naturaleza de las muestras, y coincidiendo con los resultados
publicados en el DANMAP (2009), la cantidad de bacterias portadoras de los genes de
resistencia a tetraciclinas encontradas en los preparados a base de carne de ave fue
significativamente mayor que en los de ternera o en los vegetales.

De manera general, sin tener en cuenta la naturaleza de las muestras ni el sistema
de produccion por el cual se obtuvieron los ingredientes de los preparados infantiles, los
recuentos de bacterias portadoras del gen fef(A) también fueron significativamente
superiores a los del gen fe#(B), al igual que en el caso de la carne.

Ademads, este trabajo también se ha evaluado la microbiota global en alimentos
infantiles. En este sentido, la diferencia con los trabajos elaborados anteriormente radica en
que el ADN procede de células bacterianas muertas, tras el proceso de esterilizacion de los
preparados. Sin embargo, esto no elimina totalmente los riesgos ya que los genes tet
pueden transferirse de forma horizontal a otras bacterias (Thomas y col., 2005; Agerso y
col., 2006).

En el caso de los productos vegetales, cabe destacar que se encontraron altos
recuentos de bacterias con los genes tet. De hecho, otros autores también encontraron
genes de resistencia a tetraciclinas en manzanos o en ensaladas listas para el consumo

(Schnabel y Jones, 1999; Campos, 2013). Una de las posibles causas, segiin estos autores,
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que podria explicar la presencia de genes fef en las muestras podria ser la contaminacion
por manipulacion. Los elevados recuentos observados en los preparados infantiles también
podrian deberse a la presencia de residuos de tetraciclinas y la transmision de genes de
resistencia a cultivos vegetales por distintas vias como el uso de estiércol, aguas residuales
o aguas superficiales y de riego (Khachatourians, 1998; Phillips y col., 2004; McGowan,
2007). Por lo tanto, los vegetales podrian servir como via de transmision de bacterias
resistentes a antimicrobianos a los consumidores (Vidaver, 2002).

La cantidad de residuos de tetraciclinas en los preparados infantiles se analizo
mediante un ensayo tipo ELISA para conocer la relacion entre estos y la resistencia
bacteriana a tetraciclina. El resultado mostr6 que no existe correlacion entre estos
parametros, aunque si se observo que muestras con ciertas cantidades de residuos también
contenian genes de resistencia, del mismo modo que cuando no se detectd la presencia de
estos genes tampoco de detectd la presencia de residuos. En este trabajo se ha usado un
método de cribado para probar esta relacion pero, a pesar de las ventajas que ofrecen esta
técnica, como el coste o la velocidad de analisis, los resultados podrian ser mas precisos
usando métodos de confirmacion. Estos pueden evaluar de forma mas especifica una
molécula concreta, en comparacion con el test receptor usado en este ensayo, que
cuantifica varias sustancias al mismo tiempos sin poder conocer la cantidad de cada una de

ellas por separado.
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Conclusiones

7.1 Conclusiones generales

En este trabajo se ha disefiado un método robusto y eficaz, capaz de detectar y
cuantificar de forma directa, rapida, sensible y especifica dos de los genes de resistencia a
tetraciclina més frecuentes en microorganimos gram negativos, tet(A) y tet(B), lo cual
puede servir como herramienta de control para estos genes en la industria alimentaria,
especialmente en aquellas donde la contaminacion por bacterias entéricas sea frecuente,

como puede ser la industria carnica.

7.2 Conclusiones especificas

1. Los kits de cebadores y sondas Tagman disefiados a partir de las secuencias
genéticas de los genes tet(A) y tet(B), para su uso mediante la RT-qPCR, resultaron ser
especificos y eficaces para la deteccion de ambos genes.

2. El método desarrollado en este trabajo constituye una herramienta rapida,
especifica, sensible y precisa para monitorizar la cantidad de bacterias portadoras de los
genes de resistencia a tetraciclina, tet(A) y tet(B), en alimentos, especialmente en aves de
corral. Debido a su especificidad, esta herramienta también es util para el estudio de la
distribucion de los genes de resistencia a tetraciclina en animales productores de alimentos.

3. Una vez comparados los recuentos microbiologicos, especialmente de
enterobacterias resistentes, con los recuentos obtenidos por RT-qPCR, se constatd que el
método desarrollado en esta tesis doctoral es un método valido y 1util para cuantificar

bacterias resistentes a tetraciclina en carne de pavo, pollo, cerdo y ternera.
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4. De manera general existe el convencimiento de que la carne ecoldgica es mas
saludable que la convencional. Sin embargo, dada la ausencia de diferencias significativas
entre los recuentos microbiologicos obtenidos en ambos tipos de carne, no se puede
concluir que, para los parametros de estudio, dicha afirmacion sea correcta.

5. Los resultados obtenidos sugieren que los genes fet estdin ampliamente
distribuidos en la naturaleza y, por tanto, es facil encontrarlos en alimentos de origen
animal, incluyendo los ecoldgicos, los cuales provienen de animales para cuya produccion
el uso de agentes antimicrobianos estd seriamente restringido.

6. Los genes fet(A) y tet(B) se detectaron tanto en preparados infantiles ecoldgicos
como convencionales, por lo que su presencia parece ser independiente del método de cria
de los animales.

7. La presencia de residuos de tetraciclinas en los distintos tipos de carne y
preparados infantiles, tanto convencionales como ecoldgicos, conduce a pensar que estos
farmacos se usan con frecuencia, lo que, a su vez, se ve reforzado con la presencia de

genes de resistencia a tetraciclina.
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