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APRESENTAÇÃO

Temos o prazer de dar continuidade ao tema de microbiologia inter-relacionado à 
pesquisa científica e tecnológica iniciado pela editora no ano de 2019. Apresentamos 
aqui um novo volume deste contexto, denominado “Pesquisa científica e tecnológica em 
microbiologia, volume 3” contendo trabalhos e pesquisas desenvolvidas em diversos 
institutos do território nacional contendo análises de processos biológicos embasados em 
células microbianas ou estudos científicos na fundamentação de atividades microbianas 
com capacidade de interferir nos processos de saúde/doença.

A microbiologia é um vasto campo que inclui o estudo dos seres vivos microscópicos 
nos seus mais vaiados aspectos como morfologia, estrutura, fisiologia, reprodução, 
genética, taxonomia, interação com outros organismos e com o ambiente além de aplicações 
biotecnológicas. Como uma ciência básica a microbiologia utiliza células microbianas para 
analisar os processos fundamentais da vida, e como ciência aplicada ela é praticamente a 
linha de frente de avanços importantes na medicina, agricultura e na indústria.

A microbiologia como ciência iniciou a cerca de 200 anos, entretanto os avanços na 
área molecular como a descoberta do DNA  elevou a um novo nível os estudos desses 
seres microscópicos, além de abrir novas frentes de pesquisa e estudo. Sabemos na 
atualidade que os microrganismos são encontrados em praticamente todos os lugares, e 
a falta de conhecimento que havia antes da invenção do microscópio hoje não é mais um 
problema no estudo, principalmente das enfermidades relacionadas aos agentes como 
bactérias, vírus, fungos e protozoários.

Temas ligados à pesquisa e tecnologia microbiana são, deste modo, discutidos aqui 
com a proposta de fundamentar o conhecimento de acadêmicos, mestres e todos aqueles 
que de alguma forma se interessam pela saúde em seus aspectos microbiológicos. Portanto 
a obra propõe uma teoria bem fundamentada nos resultados práticos obtidos em alguns 
campos da microbiologia, abrindo perspectivas futuras para os demais pesquisadores de 
outras subáreas da microbiologia. 

Assim, desejo a todos uma ótima leitura!

Benedito Rodrigues da Silva Neto
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RESUMEN:  Bacterias que portan genes de 
resistencia a antimicrobianos convencionales 
pueden encontrarse en sistemas de producción 
animal. Estos microorganismos podrían 
ser transmitidos a humanos por efluentes 
ambientales generando un riesgo para la salud 
pública. En este trabajo se evaluó la presencia 
de genes de resistencia en la microbiota de 
cuatro porciones del tracto gastrointestinal de 
un grupo de novillos cuya alimentación fue 
suplementada con extracto de orégano como 
alternativa al uso de aditivos antimicrobianos. 
Los genes de resistencia fueron detectados 
utilizando la técnica de Reacción en cadena 
de la polimerasa (PCR). Cuatro de los seis 
genes evaluados, Tet(W),	 Tet(M),	 BlaTem y 
Erm(B), fueron encontrados en las porciones 
gastrointestinales de ambos grupos en estudio. 
El gen Tet(M) no fue detectado en el rumen. Fue 
posible comprobar que bacterias portadoras de 
genes de resistencia pueden establecerse en el 
microbioma de novillos lecheros independiente 
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de su dieta, puesto que no fueron suministrados aditivos antimicrobianos. Este estudio 
sugiere que existen otras vías de diseminación de resistencia y estas deben ser controladas y 
monitoreadas al igual que los alimentos de origen animal, ya que también pueden representar 
un alto riesgo para la salud humana.
PALABRAS CLAVE: Antibióticos, Bovinos, Resistencia, Tracto Gastrointestinal, Microbiota.

EVALUATION OF ANTIMICROBIAL RESISTANCE GENES IN BACTERIA PRESENT IN 

THE GASTROINTESTINAL TRACT OF CALVES FEEDED WITH ORGAN EXTRACT

ABSTRACT: Bacteria with antimicrobial resistance genes can be found in animal production 
systems. These microorganisms could be transmitted to humans by environmental effluents, 
creating a risk to public health. The resistance genes were evaluated in four portions of 
gastrointestinal tract microbiota of calves whose feeding was supplemented with oregano 
extract as an alternative of antimicrobial additives. Resistance genes were detected using 
the Polymerase Chain Reaction (PCR) technique. Four of the six genes evaluated, Tet(W),	
Tet(M),	BlaTem and Erm(B) were found in the gastrointestinal portions of both study groups. 
The Tet(M) gene was not detected in the rumen. It was discovered that bacteria with 
resistance genes can be established in the microbiome of the calves, independently of their 
diet, being that no antimicrobial additives were supplied. This study suggests that there are 
other pathways of resistance dissemination and these should be controlled and monitored as 
well as foods of animal production, because they may also pose a high risk to human health.
KEYWORDS: Antibiotics, Cattle, Resistance, Gastrointestinal Tract, Microbiota.

1 |  INTRODUCCIÓN

Existe una preocupación global debido a las enfermedades causadas por 
microorganismos resistentes a los antibióticos, puesto que su tratamiento es cada vez 
menos efectivo, estas infecciones pueden darse debido al uso inadecuado de fármacos 
antimicrobianos tanto en la población humana, como en animales domésticos o de 
producción. (Davies J, 2010, p 417-433). El suministro indiscriminado de antibióticos puede 
llevar a la selección y multiplicación de bacterias portadoras de genes de resistencia en 
el entorno cotidiano (Rocha C, 2015), convirtiéndose en un problema de gran importancia 
a nivel mundial. 

En otros estudios se ha demostrado que el uso de fármacos antibióticos como 
aditivos en la producción animal aumenta la probabilidad de transmisión de bacterias 
resistentes a los antimicrobianos convencionales en animales, y estas, a su vez, podrían 
ser transmitidas a los seres humanos a través de exposiciones ambientales como 
aire, agua y suelo. (Levy S.B., 1976, p. 583-588), (Noyes, N. R., 2016). Las bacterias 
no patógenas que portan genes de resistencia a antimicrobianos podrían suponer un 
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riesgo para la salud pública si llegan a establecerse dentro del microbioma del huésped 
humano, aumentando la probabilidad de transferencia horizontal de genes entre bacterias 
portadoras y patógenos causantes de graves infecciones. (Forsberg, K. J., 2012, p. 1107-
1111), (Rolain, J. M., 2013).

A partir de esta problemática, el presente trabajo tiene el objetivo de evaluar la 
presencia de algunos genes de resistencia prohibidos en la producción animal de Brasil, 
en el ADN de las bacterias que hacen parte de la microbiota de diferentes porciones del 
tracto gastrointestinal de novillos lecheros alimentados con extracto de orégano como 
alternativa al uso de aditivos antimicrobianos, esto permite corroborar la existencia de otras 
vías de diseminación de resistencia diferentes a la alimentación, alertando a los sistemas 
de producción animal. Además de esto, este estudio permite analizar la influencia del 
extracto de orégano sobre el patrón de genes de resistencia encontrado en las diferentes 
porciones gastrointestinales.

2 |  MATERIALES Y MÉTODOS

Fueron recolectadas muestras provenientes de diferentes porciones del tracto 
gastrointestinal (Rumen, yeyuno, ciego y colon) de un grupo de novillos alimentados con 
un suplemento de extracto de orégano como alternativa al uso de aditivos antimicrobianos. 

Se realizó el mismo procedimiento en un grupo control sin suplemento para evaluar la 
influencia del extracto sobre el patrón de resistencia encontrado en el grupo suplementado 
con extracto de orégano en su dieta. Es importante resaltar que no fue suministrado 
ningún tipo de aditivo antimicrobiano a los animales en estudio.

Antecedentes
Se criaron 10 novillos, machos, de raza holandesa, bajo condiciones controladas, en 

corrales individuales, con piso forrado con heno. Durante sus primeros días de vida, estos 
animales consumieron calostro de calidad y posteriormente fueron alimentados con leche 
en polvo, concentrado y heno hasta completar 60 días desde su nacimiento. La dosis 
inicial del suplemento fue de 60 mg/kg de peso vivo de extracto de orégano (OREGO-
STIM®, AdvetNutrição Animal, Bedfordshire, Inglaterra) y esta recibió un ajuste a cada 
dos semanas.

Extracción de ADN total
El ADN total fue extraído a partir de 8 muestras obtenidas de un pool de novillos para 

cada uno de los diferentes compartimentos del tracto gastrointestinal. Fueron transferidos 
200mg de cada muestra a un tubo eppendorf de 2 mL previamente identificados, en seguida 
se centrifugaron a 3000 rpm durante 3 minutos. El sobrenadante fue descartado y este 
paso se repitió con algunas muestras hasta obtener la formación de una cantidad suficiente 
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de pellet en el tubo. Este procedimiento fue realizado siguiendo el protocolo establecido 
en el E.Z.N.A.®Stool DNA Kit de acuerdo con las instrucciones de su fabricante. 

Cuantificación de ADN
Todas las muestras de ADN fueron cuantificadas a través del fluorímetroQuibit®	2.0	

(Invitrogen, California, USA), previamente calibrado. Posteriormente, las muestras de 
ADN se mantuvieron en refrigeración a una temperatura de aproximadamente -20°C.

Detección de Genes de Resistencia
Las amplificaciones de AND fueron realizadas en un volumen de reacción de 25µL 

utilizando un “mix” de agua ultrapura, Buffer, Taq ADN polimerasa recombinante (5 U/µL) 
MgCl2 [50 mM], dNTPs [10 mM], primers forward y reverse [10 µM], esta reacción se llevó 
a cabo siguiendo las etapas descritas en la table 1.

Genes de 
resistencia

Desnaturalización 
Inicial

Paso

1

Paso

2

Paso

3
Extensión 

Final

Número 
de 

Ciclos
Referencia

Tet M

Tet W

Tet L

Bla Tem

Mrs C

Erm B

94°C

5min

94°C

5min

94°C

5min

95°C
5min

94°C

5min

93°C

3min

94°C

1min

94°C

1min

94°C

1min

95°C

1min

94°C

1min

93°C

1min

52°C

1min

60°C

1min

58°C

1min

48°C

30seg

52°C

1min

52°C
1min

72°C

50seg

72°C

1min

72°C

1min

72°C

30seg

72°C

1min

72°C
1min

72°C

50seg

72°C

5min

72°C

5min

72°C

5min

72°C

5min

72°C
5min

35

35

35

40

35

35

Aarestrup (2000)

Aminov et al. 

(2001)

Frazzon et al. 
(2010)

Carlson et al. 
(1999)

Werner et al. 

(2001)

Sutcliffe et al. 

(1996)

Tabla 1. Condiciones	de	PCR	convencional	utilizadas	en	la	detección	de	genes	de	resistencia

Para evaluar la presencia de los genes de resistencia se amplificó la región de 
interés utilizando cebadores específicos bajo las condiciones requeridas para cada gen 
de resistencia. (Tabla 2). 

Los productos de PCR fueron fraccionados por electroforesis en gel de agarosa 
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coloreado con Bromuro de etidio y visualizados utilizando luz ultravioleta.

.

Genes de 
resistencia

Secuencia de cebadores
5’ -  3’

Pb* Referencia

Tet M

Tet W

Tet L

Bla Tem

Mrs C

Erm B

GTTAAATAGTGTTCTTGGAG 

CTAAGATATGGCTCTAACAA

GAGAGCCTGCTATATGCCAGC 

GGGCGTATCCACAATGTTAAC

ACTCGTAATGGTTGTAGTTGC 

TGTAACTCCGATGTTTAACACG

GCACGAGTGGGTTACATCGA 

GGTCCTCCGATCGTTGTCAG

AAGGAATCCTTCTCTCTCCG 

GTAAACAAAATCGTTCCCG

GAAAAGGTACTCAACCAAATA 

AGTAACGGTACTTAAATTGTTTAC

656

167

628

311

343

639

Aarestrup (2000)

Aminov et al. (2001)

Frazzon et al. (2010)

Carlson et al. (1999)

Werner et al. (2001)

Sutcliffe et al. (1996)

*Pb (Pares de base): Tamaño del Fragmento amplificado.

Tabla 2. Secuencias Iniciadoras utilizados en las reacciones de PCR

3 |  RESULTADOS

En el tracto intestinal (Yeyuno, ciego y colon) fueron detectados cuatro de los seis 
genes evaluados en la microbiota bacteriana del tracto gastrointestinal de los novillos con 
60 días de vida.

Todas las muestras intestinales exhibieron resistencia a Tetraciclinas, Betalactámicos 
y Eritromicina como representante de la familia de los macrólidos, esta se evidencia por 
la presencia de los genes Tet(W),	Tet(M),	BlaTem y Erm(B), sin ser suministrados como 
fármacos aditivos en su alimentación.

En el tracto gástrico fueron localizados tres genes, Tet(W),	BlaTem y Erm(B) también 
encontrados en los demás compartimentos evaluados, a excepción del gen Tet(M)	que 
no fue detectado en el rumen, entre tanto, se presentó en las porciones intestinales 
correspondientes al yeyuno, colon y ciego. Los genes Tet(L) y Mrs(C) no fueron localizados 
en el microbioma gastrointestinal de los novillos.

El patrón de resistencia para los genes evaluados en la microbiota de las porciones 
del tracto gastrointestinal de los novillos fue idéntico para el grupo suplementado con 
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extracto de orégano respecto al grupo control. (Figura 1).

Figura 1. Patrón de Resistencia del grupo control y grupo de novillos cuya alimentación fue 
suplementada con extracto de orégano. Amarillo (Ausencia) y naranja (Presencia)

4 |  DISCUSIÓN

El uso de Tetraciclinas y Betalactámicos en la producción animal, está prohibido desde 
el año 2009, (MAPA, 2009) y de Eritromicina a partir del año 2012 en Brasil, (MAPA,2012) 
pues se han encontrado trazas de estos en productos alimenticios de origen animal como 
leche y huevos. (Pacheco-Silva E., 2014, p. 111-122). Estos fármacos antimicrobianos no 
fueron suministrados en la dieta de los individuos de este estudio con el fin de eliminar 
la variable alimentación como vía de ingreso de esta resistencia. Entre tanto, a través de 
los resultados positivos de los genes de resistencia Tet(W),	Tet(M),	BlaTem	y	Erm(B) se 
infiere que las bacterias presentes en el microbioma de los novillos pueden ser adquiridas 
a través de una vía de diseminación diferente a la alimentación.

Este estudio utilizó muestras agrupadas para explorar la variación de la resistencia 
en diferentes compartimentos gastrointestinales, puesto que estos presentan diferentes 
condiciones y pueden favorecer la proliferación de diferentes géneros microbianos, como el 
género Prevotella sp. que es el miembro del filo Bacteroidetes más abundante encontrado 
en el rumen, y encontrado en menor proporción en ciego y colon. (Thomas, M., 2017).

El gen Tet(M) se presentó en todas las muestras intestinales, entre tanto, no fue 
detectado en el rumen. En diversos estudios se ha comprobado que el pH del rumen se 
reduce debido a la producción de ácidos grasos de cadena corta, particularmente lactato. 
(Nagaraja, T. G., 1998, p. 287-298).

Se analizaron tres variantes distintas de genes de resistencia a las Tetraciclinas 
Tet(W),	Tet(M)	 y	Tet(L), siendo este último ausente en el tracto gastrointestinal de los 
novillos, una razón principal podría ser el mecanismo de resistencia utilizado por las 
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bacterias de esta microbiota, puesto que, el gen Tet(L) codifica para proteínas asociadas 
a la membrana bacteriana, que tienen como función expulsar las tetraciclinas de la célula, 
disminuyendo la concentración intracelular del antibiótico, mientras que los genes Tet(W)	
y	Tet(M) codifican para proteínas que generan cambios en el ribosoma, como mecanismo 
de protección, impidiendo la adhesión del antibiótico. (Jara, M., 2007).

Como alternativa al uso de aditivos antimicrobianos, se optó por el suministro de 
extracto de orégano, el cual no influyó en el patrón de resistencia generado a partir de los 
genes evaluados en este estudio, esto se evidencia, al comparar los genes encontrados 
en el grupo suplementado y el grupo control. Es de gran interés la evaluación del resistoma 
completo presentado en estos animales, para tener un resultado más contundente sobre 
la influencia de este extracto como posible suplente de los antimicrobianos.

La investigación en esta área se ha visto limitada por los desafíos que acarrea la 
dificultad de obtener muestras representativas de cada novillo de forma individual. Entre 
los desafíos específicos se incluye la detección de pequeñas secuencias, como lo son 
los genes de resistencia, dentro de un género bacteriano presente disperso entre un ADN 
total. 

Hasta donde se tiene conocimiento, ningún estudio ha rastreado específicamente la 
resistencia a antimicrobianos en ganado suplementado con extractos naturales en vez de 
aditivos antimicrobianos y compararlos con genes presentes en entornos ambientales. La 
escasez de evidencia limita la posibilidad de desarrollar políticas efectivas relacionadas 
con la inspección de efluentes ambientales ganaderos, igual que la restricción de 
antimicrobianos en el ganado, (Landers, T. F., 1974, p.4-22) con el objetivo de proteger la 
salud pública.

A medida que transcurren los años, se agotan las estrategias contra microorganismos 
resistentes, por lo tanto, el riesgo de la resistencia antimicrobiana debe ser evaluado y 
dado a conocer (Martínez, J., 2015, p. 116-123) para buscar estrategias de inspección 
que eviten la propagación de dichos genes.

5 |  CONCLUSIONES

La comunidad científica requiere desarrollar una mejor comprensión del riesgo de los 
diferentes genes de resistencia.

Este estudio demuestra que es importante alertar a los sistemas de producción 
animal respecto a la necesidad de una inspección adecuada y control de calidad en 
sistemas de producción, no solamente de los productos de origen animal, sino también en 
residuos ambientales durante y después de los procesos para minimizar la probabilidad de 
transmisión horizontal entre bacterias de la microbiota con genes de resistencia adquiridos 
del entorno y bacterias patógenas que puedan causar enfermedades de gran importancia 
para la salud pública.
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6 |  PERSPECTIVAS

Teniendo en cuenta el riesgo potencial que puede representar las exposiciones 
ambientales como mecanismo de diseminación de resistencia, se hace necesario 
investigar el entorno de las diferentes regiones geográficas donde existen corrales de 
ganado, puesto que, habiendo una conectividad ambiental, esta podría extenderse a los 
hábitats humanos a través de escorrentías de aguas residuales, aplicación de estiércol en 
tierras de cultivo y partículas en suspensión por el viento. Esta investigación debe tener 
en cuenta diversas fuentes de contaminación con bacterias resistentes como muestras 
del entorno en la cría de animales y otros efluentes ambientales, incluso realizar una 
comparación del microbioma a lo largo de diversas generaciones para evaluar si estos 
genes pueden ser transmitidos verticalmente.
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