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En esta ocasion en la seccion “Nuestra Ciencia” se publican los restimenes de los trabajos presentados durante el congreso FEMS-SEM y que
fueron galardonados con el 1°y 3° premio al mejor pdster, respectivamente.

COMPRENDIENDO EL IMPACTO DE LA PRODUCCION ANIMAL EN LA DISEMINACION DE MCR-1
gmoyano@ucm.es

G. Moyano, J.F. Delgado-Blas, A. Hoefer, N. Montero, B. Gonzalez-Zorn.
Animal Health Department, Faculty of Veterinary Medicine and VISAVET, Complutense University of Madrid, 28040 Madrid, Spain.

Desde hace mas de una década, la colistina es considerada un antibiético de Ultimo recurso para el tratamiento de bacterias multiresistentes.
Contrariamente a lo sucedido en medicina humana, la colistina es usada de manera generalizada en produccion animal. EI descubrimiento
del primer gen mobilizable que confiere resistencia a colistina “mer-1"y sus variantes despierta una gran preocupacion, especialmente en
lo relacionado con el impacto de las practicas de produccion animal en la Salud Publica. Dentro del proyecto EFFORT (Ecology from Farm to
Fork Of microbial drug Resistance and Transmission) hemos analizado la prevalencia de mcr-7 en explotaciones de cerdos, pollos y pavos
en Espania. Un total de 572 Escherichia coli fueron analizadas, determinandose la presencia de mcr-1 por PCR, el perfil de resistencia y la
relacion filogenética entre los diferentes aislados mediante sus perfiles de electroforesis de campo pulsado con la enzima de restriccion Xbal
(PFGE), asi como el uso de colistina en las explotaciones. En total, 37 aislados presentaron valores de CMI que variaban desde 2 a 8 ug/ml. La
mayoria de estos aislados resultaron positivos en la PCR de deteccion de mcr-1(92%), lo que pone de manifiesto la importancia de este gen
en la resistencia a colistina en aislados de origen animal. Observandose, una posible asociacion entre sistemas productivos y este mecanismo
de resistencia, aunque, no todas las cepas portadoras de mcr-1 provenian de lotes tratados con colistina. Hasta donde los autores conocen,
esta es la primera vez mer-1 es descrito en pollos en Esparia. Resaltar, que en un 6% de las granjas la presencia de mcr-1 se detectd en
al menos un 40% de los aislados lo que sugiere un estatus endémico que aumenta el riesgo de transmision y compromete la eficiencia de
este antibitico. Destacar, la presencia de la misma cepa en dos especies animales diferentes, cerdo y pollo, lo que indica un amplio rango
de hospedador y ademas la gran variedad de clones en los que se detectd mcr-1 poniendo de manifiesto la capacidad de este gen para ser
movilizado en diferentes entornos genéticos.

Estos resultados demuestran que el sistema de produccion animal puede actuar como reservorio de mer-1y refuerza la necesidad de
combatir la amenaza de la resistencia a antibidticos desde el punto de vista de una unica salud.

G. Moyano, J.F. Delgado-Blas, A. Hoefer, N. Montero, B. Gonzalez-Zorn. Understanding the impact of production animals on the dissemination of mer-1. Congreso FEMS-SEM 2017
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Figura 1. Resultado de PGFE de 35 cepas mcr-1
positivas de las diferentes granjas de pollos, pavos y
cerdos de Espaiia. Aquellas que mostraron al menos un
90 % de similitud fueron agrupadas en clister indicados
por colores. El codigo numérico (ID) compuesto por

dos pares de nimeros, primero, la granja y segundo

la muestra, indican el origen de la cepa. El fenotipo de
resistencia y el animal de origen se representan en las
dos Ultimas columnas. SIVIX: Sulfamethoxazole, T1VIP:
Trimethroprim, CIP: Ciprofloxacina, =1 Tetracyclina, A/!:
Azithromycina, NAL: Acido Nalidixico, FOT: Cefotaxima,
CHL: Chloramphenicol, TA7: Ceftazidima, AMP:
Ampicilina, GEN: Gentamicina.
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El origen de los embutidos se remonta a la época romana y a la zona geografica Mediterrnea, donde el clima favorece la maduracion de la
carne. Existe una gran variedad regional de productos crudos curados y en la mayoria de los casos las elaboraciones se realizan de manera
tradicional, esto es, sin la inoculacion durante el procesado de cultivos bacterianos iniciadores. En estas fabricaciones, el proceso fermentativo
de carne es llevado a cabo por la microbiota autdctona presente durante el proceso (equipamiento, ambiente, carne cruda, tripa de embutir,
etc.) y que es responsable de las caracteristicas organolépticas propias de cada embutido. El éxito de estas comunidades microbianas a la
hora de colonizar y prosperar en el embutido depende de su capacidad para sobreponerse a distintos parametros fisicoquimicos (temperatura,
pH, concentracion de sal, etc.) y a la competicion frente a otros microorganismos. Determinados taxones bacterianos se han identificado como
predominantes y responsables de las caracteristicas organolépticas de los embutidos, como son Lactobacillus y Staphylococcus.

Nuestro estudio analizé la microbiota presente en el “Chorizo de Ledn”, un producto que recibié el distintivo de “Marca de Garantia” en
2014, durante distintas etapas de su produccion en 6 fabricantes diferentes. La metodologia implic la secuenciacion masiva de amplicones
de regiones variables del gen 16S ARNr (el cual se utiliza como marcador taxondmico) y su posterior andlisis bioinformatico.

Se observd una evolucion de la microbiota a lo largo del proceso. En las primeras fases (desde la carne picada hasta el producto recién
embutido) la microbiota resultd muy diversa, donde distintos géneros abundaban, tales como Lactobacillus, Staphylococcus y Bacillus. Tam-
bién aparecieron bacterias relacionadas con el deterioro del alimento en condiciones de refrigeracion (Brochothrix'y Pseudomonas), si bien
la presencia de éstas Ultimas decrecid a lo largo del proceso. Desde que la carne se embute, comenzando la fermentacion y maduracion
del “Chorizo de Ledn”, la microbiota se vuelve mas estable y Lactobacillus se convierte en el género dominante en todas las producciones y
productos finales. Staphylococcus solo tuvo una presencia significativa en el “Chorizo de Leén” de un fabricante.

Mediante la técnica “oligotyping” (la cual busca diferencias a nivel de nucledtido) conseguimos aumentar la resolucion taxonémica del gen
16S ARNr e investigar la diversidad sub-género de Lactobacillusy Staphylococcus. Este proceso es importante, ya que especies muy cercanas
taxonomicamente pueden albergar distintas caracteristicas genéticas que pueden afectar al desarrollo del embutido. De los 65 oligotipos
identificados para Lactobacillus, 2 oligotipos (identificados como Lactobacillus sakel) fueron encontrados en especial abundancia y en todos
los productos de “Chorizo de Ledn”. Sin embargo, un andlisis en profundidad evidencié que cada fabricacion albergaba un elenco propio de
oligotipos de Lactobacillus, de la especie L. sakei u otras (L. curvatus, L.fuchuensis o L. plantarum). El “oligotyping” en Staphylococcus permitio
identificar un tnico oligotipo, identificado como Staphylococcus equorum, como predominante en el Unico fabricante donde Staphylococcus
se encontrd de manera significativa en el producto final.

La adicion de azucar durante el marinado es fermentado a acido lactico, haciendo que disminuya el pH y favoreciendo el crecimiento de
bacterias acido-lacticas como Lactobacillus, 1as cuales a su vez contribuyen a las caracteristicas organolépticas del producto como resultado del
metabolismo de carbohidratos, la hidrolisis del perdxido de hidrégeno (que confiere rancidez producto) y la produccion de compuestos volatiles

En este estudio se analizd por primera vez la microbiota del “Chorizo de Ledn” utilizando metodologias de secuenciacion masiva de ADN. El
analisis de alta resolucion taxondmica resultado del “oligotyping” permitié discernir diferencias entre los géneros bacterianos predominantes
en el “Chorizo de Ledn” de los distintos fabricantes, pudiendo ser responsables de las caracteristicas organolépticas propias de cada produc-
to. El avance en el conocimiento de los sucesos microbioldgicos que acontecen en la elaboracion del “Chorizo de Ledn” puede mejorar las
condiciones del proceso de tal forma que se aumente la seguridad y calidad del producto y sea un marcador del origen del propio producto.

Quijada, NM, De Filippis F, Sanz JJ, Garcia-Hernandez MC, Rodriguez-Lazaro D, Ercolini D, Hernandez M. Food Microbiol. 2017, 70, 94-102. doi: 10.1016/j.
fm.2017.09.009. Different Lactobacillus populations dominate in “Chorizo de Leon” manufacturing performed in different production plants.



