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EL PROBLEMA DE LA RESISTENCIA

1. ALGUNOS DATOS HISTORICOS

El descubrimiento de la penicilina en 1927 por Alexander Fleming marcé el principio de

la era antibidtica. La aparicion de este “medicamento milagroso”, como lo llamaban los

cientificos de la época, alenté a la comunidad investigadora que en pocos afios descubrio

numerosos antibiéticos como la estreptomicina, la tetraciclina y las quinolonas, seguidas mas

tarde por los primeros antituberculésicos, antiparasitarios y antiviricos, para tratar las hasta

entonces mortales infecciones. Todos estos descubrimientos hicieron pensar que era el

principio del fin de las enfermedades infecciosas, aunque pronto comenzaron a surgir los

primeros problemas:

>

En 1940 se empezd a observar que los pacientes tuberculosos tratados con un solo
farmaco recaian rapidamente debido a la aparicién de resistencias al mismo. Se
propuso entonces utilizar dos farmacos simultaneamente, creyendo que no era posible

qgue ningun microorganismo fuera resistente a dos farmacos a la vez.

En la década de los 50, Staphylococcus aureus pasé de un 80% de cepas sensibles (en
1950) a un 80% de cepas resistentes (en 1959), por produccién de p-lactamasas.
En esta misma década se describen las primeras resistencias de los microorganismos

gram-negativos, especialmente enterobacterias, a la estreptomicina.

En 1960 una amplia poblacién de meningococos se hace resistente a sulfamidas; los
microorganismos gram-negativos adquieren resistencia a la kanamicina y se describe

por primera vez en Australia la aparicion de neumococos resistentes a la penicilina.

En 1970 la resistencia de los microorganismos gram-negativos se extiende a la
gentamicina y Haemophilus influenzae desarrolla resistencia a ampicilina,

probablemente por adquisicién de B—lactamasas de las enterobacterias.

En 1980 los neumococos resistentes a penicilina llegan a Africa y Espafia y los
Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (SARM) comienzan a suponer un grave

problema en los hospitales.
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> En 1990 los neumococos resistentes a penicilina son habituales en un gran nimero de
paises y aparecen cepas resistentes a cefalosporinas de tercera generacion. Se
detectan enterococos con resistencia de alto nivel a aminoglucdésidos y vancomicina,;
aparecen los primeros estafilococos con resistencia moderada a la vancomicina y las

micobacterias multirresistentes se hacen comunes en algunos grupos de poblacion.

» Hoy dia el arsenal terapéutico contra las enfermedades infecciosas es de mas de 150
compuestos, pero la farmaco-resistencia es tan importante que hay microorganismos

resistentes a cualquier antibiético o combinacién de antibiéticos que podamos utilizar.

2. FACTORES QUE CONTRIBUYEN AL AUMENTO DE LA RESISTENCIA

Aungue la resistencia a los antimicrobianos es un fenédmeno bioldgico natural, se
convierte en un problema significativo para la salud publica cuando se ve exacerbado por el
abuso y el mal empleo de los antibiéticos en el tratamiento de las enfermedades humanas, asi

como su uso indiscriminado en la ganaderia o la agricultura.

Analizamos los principales factores relacionados con el mal uso de los antibiéticos que

contribuyen al aumento de resistencias de los microorganismos.

2.1. LA AUTOMEDICACION

En muchos paises la automedicacion esta a la orden del dia y cualquier persona puede
acceder a los antibidticos y tomarlos cuando y cdmo considere oportuno; en la mayoria de las

ocasiones cuando no es necesario y cuando lo es, durante un periodo insuficiente.

Este hecho contribuye de forma directa a la seleccion de microorganismos resistentes

gue seran los responsables de la infeccion en posteriores ocasiones.

2.2. LA PRESCRIPCION INNECESARIA

Hay muchos estudios sobre la prescripcion innecesaria de antibidticos,
fundamentalmente para tratamiento de diarrea aguda infantil (Bojalli y Calva, 1994) e
infecciones respiratorias de vias altas (Reyes et al., 1997). En un andlisis de 10 estudios
emprendidos en hospitales docentes de todo el mundo, los investigadores concluyeron que

entre un 40% y un 91% de los antibioticos prescritos eran inapropiados.
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2.3. USO DE ANTIBIOTICOS EN LOS PAISES EN VIAS DE DESARROLLO

Por paraddjico que parezca, la escasez de antibioticos en los paises en vias de
desarrollo contribuye de forma importantisima a la apariciéon y desarrollo de resistencias y

varios son los motivos que contribuyen a ello:

v'Los antibiéticos estan solo al alcance de unos pocos que pueden pagarlos, por lo que la

mayor parte de los enfermos acuden a productos falsificados. Un estudio realizado por

la OMS entre 1992 y 1994 constata que en el 51% de los casos de falsificacion no se
hallé ningun principio activo, un 17% contenia ingredientes erréneos, un 11% contenia
el principio activo en concentraciones inferiores a las terapéuticas, y sélo un 4%
contenia la cantidad y calidad apropiadas. El 90% de los casos de falsificacion tuvieron
lugar en paises en vias de desarrollo. (Lee et al.,, 1991; Land, 1992; Alubo, 1994;
Couper, 1997).

v/ Otro gran problema es el mal cumplimiento del tratamiento motivado en ocasiones por
el alto coste de los antibidticos (Lansang et al., 1990) y en ocasiones por la precariedad

de las infraestructuras que dificultan el acceso a los mismos (Strang, 1996).

v' Las malas condiciones de almacenamiento y conservacion de los antibidticos hace que

se degraden y pierdan actividad terapéutica (Taylor et al., 1995; Shakoor et al., 1997).

En lugar de exterminar completamente la infeccién, los medicamentos sdlo eliminan los
microorganismos mas sensibles y dejan a sus homélogos resistentes, que se replicaran y

propagaran los genes de resistencia a otras bacterias.

En un estudio realizado en el afilo 2001 por el Instituto Nacional de Salud Publica
Finlandés para detectar cepas con sensibilidad disminuida a ciprofloxacino, el 40% de las
cepas recibidas, procedian de pacientes que habian viajado al extranjero en el mes previo a
sufrir la infeccion (Asia, Tailandia, Espafia....) y eran estos pacientes precisamente en los que
se aislaron las cepas con mayores tasas de resistencia a este grupo de antibiéticos (Hakanen
et al., 2001). Estos datos s6lo confirman que el problema de las resistencias ha de plantearse
globalmente; una cepa multirresistente puede dar la vuelta al mundo en pocos dias gracias a

los modernos medios de transporte con los que contamos hoy en dia.

A pesar de la multitud de comunicaciones que han denunciado durante afios este

problema, el ultimo boletin informativo de la OMS (2002; 80:126-133) denuncia que el problema
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de las resistencias continta sin ser tratado eficazmente. Es especialmente importante en dos
microorganismos: S. aureus y Salmonella spp., y sefiala la importancia de una respuesta global
en la que la coordinacion internacional es clave para controlar el problema y el estimulo de la
investigacion hacia el desarrollo de nuevos farmacos, la alternativa para encontrar tratamientos

eficaces.

2.4. EL USO VETERINARIO

Segun una estimacion realizada por Pérez-Gorricho y Baquero (1999) el consumo
veterinario en Espafia en 1994 fue de 240 toneladas y ese mismo afio se dedicaron al consumo
humano 365 toneladas. Sélo el consumo de quinolonas y macrdlidos en veterinaria en 1996 en
nuestro pais supuso 1.695 y 1.452 millones de pesetas respectivamente (Diez y Calderdn,
1997)

Segun datos de la OMS, la mitad de la produccion mundial de antibiéticos se destina al

uso veterinario, para el tratamiento de animales enfermos, como promotores de crecimiento

del ganado o para eliminar organismos destructores de productos agrarios.

La utilizacién de antibiéticos como promotores del crecimiento se hace en cantidades
muy inferiores a las utilizadas en profilaxis o tratamiento. El antibiético se mezcla con el agua o
el pienso del animal y consigue debilitar el efecto barrera ejercido por la flora intestinal, dando
lugar a una mayor absorcion de nutrientes y aumentando el ritmo de crecimiento. En esta
situacion el uso de antibidticos se hace mas necesario ya que los animales estan mas
expuestos a las infecciones al no ser capaces de desarrollar, en tan poco tiempo, un sistema

inmunitario eficaz.

Este hecho se remonta a principios de la década de los 50, cuando se descubrié que
pequefas dosis de tetraciclina mejoraban el crecimiento del ganado (Stockstad y Jukes, 1950).
A finales de la década de los 60 surgieron las primeras voces de alerta sobre el incremento de
resistencias al cloranfenicol en Salmonella y la posible implicacién del consumo de antibiéticos

como promotores de crecimiento en la aparicién de aislados clinicos resistentes.

Sefilalamos a continuacion distintas consecuencias que puede tener el uso de

antibidticos animales:

e La seleccién de bacterias resistentes, que no sélo pueden infectar al hombre sino

también causarle enfermedad. A menudo bacterias inocuas para el ganado son

mortales para el ser humano. Un brote de salmonelosis en Dinamarca en 1998 por
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cepas de Salmonella typhimurium multirresistente origind una grave enfermedad en
25 personas 5 de las cuales perdieron la vida; un grupo de epidemidlogos detecto la
cepa en carne de cerdo y se logré localizar la piara resultante del brote y asi

contenerlo.

¢ No hay que olvidar tampoco el hecho de que bacterias de origen agricola o animal

puedan transmitir los determinantes de resistencia a otras bacterias del entorno a

través de la cadena alimentaria o por las excretas de los animales (Wall et al.,
1996).

e También hay que considerar que estas dosis subinhibitorias de antibiético, pasan
directamente al hombre a través de la cadena alimentaria, seleccionando asi

microorganismos resistentes entre la propia flora endégena del individuo, por no

hablar de los problemas de alergias a los antibidticos en los consumidores que esto

conlleva.

Desde la aparicion de las primeras resistencias cruzadas entre cepas de origen animal y
humano, y especialmente desde la sugerencia de que el uso de avoparcina como aditivo
alimentario en el pienso fue la causa de la resistencia a la vancomicina en enterococos
aislados de muestras clinicas, se ha propuesto la total eliminacion de antibiéticos como
promotores de crecimiento (Bogaard y Stobberingh, 1996; Howarth y Poulter, 1996) aunque la
contribucidn directa del uso de antibi6ticos en animales a la resistencia de cepas clinicas es
muy cuestionada (Piddock, 1996; Van den Bogaard, 1997).

En el caso de Salmonella resistente a antibiéticos se ha demostrado claramente su
paso desde los animales al hombre y el desarrollo posterior de infecciones (Holmberg et al.,
1984; Heisig et al., 1995).

Hoy en dia muchos de los antibiéticos usados en veterinaria estdn prohibidos para su
uso como promotores de crecimiento (el cloranfenicol se prohibié en 1994) y sélo unos pocos
antibidticos estan permitidos con este fin en la Comunidad Europea y son regularmente
evaluados por el SCAN (comision cientifica de nutricion veterinaria); para estos antibiéticos, la
CEE establece unos limites maximos de residuos (LMR) antibidticos que puede contener un
alimento (reglamento 2377/1990). Esto implica que los antibioticos pueden utilizarse pero
deben haberse eliminado en su mayor parte antes de que el alimento sea distribuido para el
consumo. También se indican los periodos de supresion o tiempo en que los animales no

deben recibir antibioticos antes del sacrificio.
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La alarma social creada por la implicacion del uso de antibiéticos en animales en la
aparicion de cepas resistentes en muestras de origen humano ha provocado distintas
reacciones; recientemente Rusia ha comunicado su ha rechazo a la importacion de pollos
procedentes de EEUU por la presencia de residuos de antibioticos en su carne a lo que gran
parte de los productores de este pais han respondido paralizando el uso de quinolonas para el

tratamiento de animales enfermos (Lipsitch, 2002).

Es importante sefialar que la resistencia a ciertos antibioticos es mas critica que a otros
y uno de los antibidticos que estd causando mayor preocupacion entre los cientificos es el
grupo de las guinolonas tan usado en veterinaria (enrofloxacino). La resistencia a estos
antibioticos es altamente indeseable dado la gran eficacia de los mismos para el tratamiento de
algunas enfermedades graves producidas por microorganismos multiresistentes y aunque no
esté del todo demostrada su implicacion en la aparicion de cepas multirresistentes en
humanos, es evidente que influye de forma considerable, por lo que se deben tomar medidas a
este nivel para maximizar el beneficio terapéutico de este grupo de antibidticos y minimizar la
amenaza de la resistencia. Paises como Japén solo permiten el uso de quinolonas en
animales, cuando éste sea el Unico tratamiento de eleccidn, siempre bajo la supervision de un
veterinario y durante un tiempo méximo de cinco dias (Nakamura, 1995). La alerta creada ante
el gran aumento de cepas con sensibilidad disminuida a quinolonas a mediados de los 90’s,
empujo a la OMS a convocar una reunion especial sobre el impacto en salud humana del uso

de quinolonas en animales de renta (OMS, 1998).

El uso de antibiéticos en animales contribuye a la adquisicibn de resistencia

fundamentalmente en bacterias transmitidas por alimentos como Campylobacter jejuni, E.coli y

Salmonella y no debemos olvidar que las infecciones de origen alimentario mas frecuentes en

nuestro pais son las causadas por Salmonella muy por encima del resto de microorganismos.

Por ultimo mencionar que el uso de antibidticos en aquicultura en Asia esta contribuyendo
a la emergencia y diseminacion de cepas resistentes; ya se han aislado cepas de Salmonella
paratyphi B que contienen los genes de resistencia tetG y flor en peces de Singapure (Angulo y
Griffin, 2000).

2.5.EL USO EN AGRICULTURA

Aunque menos importante también hay que sefialar el uso de antibidticos en agricultura.
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» Biswas y Mukherji, describieron en 1985 que la penicilina puede tener un efecto sobre
el metabolismo de las plantas superiores y mostraron que un aporte externo de
penicilina aumentaba la formacion de clorofila en las semillas de arroz y su desarrollo

posterior.

» Otro aspecto del uso de antibi6ticos en la agricultura es su posible aplicaciéon en la
preservaciéon de los alimentos. Los antibiéticos mas utilizados con este fin son la
nistatina, la clortetraciclina y la oxitetraciclina (Fennema, 1996) aunque estas
aplicaciones, afortunadamente, se han desarrollado muy poco. Entre otros motivos por
el elevado coste que ello supone y el temor a que su uso lleve a un incremento en el

desarrollo de genes de resistencias.

» Y por ultimo comentar que algunas plantas utilizadas en la alimentaciéon pueden estar
genéticamente modificadas, y que como recientemente ha ocurrido con un maiz
elaborado por Ciba Geigy, pueden contener como marcador un gen de resistencia. La
SCAN ha recomendado que se utilicen marcadores diferentes a genes de resistencia

antibidtica en estas manipulaciones genéticas.

3. APARICION DE LA RESISTENCIA Y PROPAGACION DE LA MISMA

Es muy popular la hipétesis de que los primeros genes de resistencia aparecieron en las
bacterias productoras de antibiéticos que necesitaron desarrollar mecanismos que las hicieran
resistentes a los antibidticos que ellas mismas sintetizaban (Davies, 1992). Varios datos
apoyan esta teoria, como el hecho de que los genes implicados en la sintesis de antibi6ticos se
encuentren en la misma regién que los genes que confieren resistencia, como demuestran en
su estudio (Martin y Liras, 1989). También se ha observado una alta homologia entre las
enzimas inactivantes de aminoglucésidos presentes en Actinomycetos (productores de este
antibiotico) y las halladas en distintas bacterias que muestran resistencia a los mismos; lo
mismo ocurre con las p-lactamasas de Nocardia lactamdurans aisladas en diversos
microorganismos resistentes a los p-lactamicos). Otro dato a favor de esta hipétesis es el
publicado por algunas productoras de antibidticos que han detectado material genético, en
concreto genes de resistencia, contaminando los antibidticos que producen y plantean que ésta

sea una de las fuentes de propagacion de la resistencia (Webb y Davies, 1998).

Los principales mecanismos por los que un microorganismo es resistente a un

antibiotico se pueden resumir en los siguientes puntos:
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e Alteraciébn de la diana, (considerando la diana como el lugar especifico del

microorganismo con el que interactia el antibiético) de forma que el antibidtico no la

reconozca o hiperproducion de la misma, de manera que no hay antibiotico suficiente

para inactivarla totalmente.

o Disminucién del antibidtico en el lugar de accion: impidiendo que este llegue a

interaccionar con la diana, bien por dificultar la entrada (alterando la permeabilidad

celular) o bien por propiciar la salida (mediante bombas de expulsién activa).

e |nactivacién el antibidtico: Mediante la produccion de enzimas, como las p—lactamasas

que se unen al B—lactamico impidiendo que este realice su funcién.

e Desarrollo de vias metabdlicas alternativas que suplen la diana inhibida por el

antibiotico permitiendo al microorganismo vivir con normalidad.

e Otra posibilidad es la aparicibn de mutaciones espontdneas que permiten a los

microorganismos que las sufren, resistir la accidon del antibiético y transmitir esta
propiedad a otras bacterias. Las mutaciones pueden producirse incluso en ausencia del
antibidtico y éste lo Unico que hace el seleccionar los mutantes resistentes.
Normalmente el antibiotico no influye en la aparicibn de resistencias salvo algunos
grupos como las quinolonas, cuya capacidad mutagena incrementa la tasa de mutacién
en la bacteria por encima del valor normal 10, pero algunos investigadores postulan la
hipotesis del “fenotipo mutador” que defiende que la presencia de antibiético en el
medio provoca en la bacteria un estado de estrés que la hace mas susceptible de sufrir
estas mutaciones (Taddei et al., 1997). Ademas la presencia de antibiético en el medio
no sélo selecciona cepas resistentes o facilita la variacion genética, también puede
facilitar los mecanismos de conjugacion, transposicion o recombinacion; a su vez el
proceso de transferencia (que implica hebra sencilla de DNA) puede por si solo

incrementar la tasa de mutacion.

PROPAGACION DE LA RESISTENCIA

Una vez que la bacteria es resistente al antibiético es capaz de transmitir su resistencia
de forma vertical a su descendencia o de forma horizontal a otras bacterias que pueden ser
de distinta especie e incluso género mediante la transferencia del material genético que codifica

esa resistencia. Esta Ultima es la forma mas comin de transmisién de resistencias. Hay
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estudios que demuestran la transferencia de plasmidos interespecie in vivo, como el trabajo de

Marchandin y colaboradores en (1999), que describen la transferencia de una p-lactamasa

plasmidica entre cuatro enterobacterias diferentes aisladas de un mismo paciente ingresado en

un hospital y sometido a presién antibidtica.

3.1. INTERCAMBIO GENETICO ENTRE BACTERIAS

>

Existen tres formas de intercambio genético entre bacterias:

3.1.1. TRANSFORMACION:

El DNA es adquirido directamente del medio ambiente a partir de una bacteria que ha

liberado su material genético al exterior y es recogido por la bacteria receptora. Una vez
dentro de la bacteria el DNA podr4a mantenerse como tal cuando se trate de un elemento
autbnomo, o bien integrarse en el genoma del huésped por recombinacién. Este proceso

sigue el siguiente orden:

DNA en el ambiente = Induccion del “estado de competencia” en la células - Interaccién
células-DNA -> Entrada del DNA y procesamiento del mismo en el interior celular >

Integracion y expresion del DNA en las células.

Para que este proceso tenga lugar, es necesario que las células sean competentes,
entendiendo el estado de competencia como aquel en el que las bacterias permiten que el
DNA se una a su superficie favoreciendo la adquisicion de nuevos genes. De la existencia
de proteinas de membrana que permitan su incorporacién al interior celular depende la

eficiencia de la transformacion .
3.1.2. TRANSDUCCION:
Un bacteriéfago interviene en el proceso transfiriendo los genes de resistencia entre

bacterias compatibles. En la transduccién el DNA esta protegido del medio ambiente

pudiendo sobrevivir largos periodos de tiempo. Es el método mas restringido y especifico, ya

que el rango del huésped, es determinado por la interaccion entre el bacteriéfago y el
receptor bacteriano. Clinicamente, sélo tiene importancia en la transmisién de genes de
resistencia de cocos gram-positivos, fundamentalmente S. aureus.

3.1.3. CONJUGACION:
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La conjugacién es la via principal de diseminacién de genes de resistencia entre las
poblaciones bacterianas. Este es el mecanismo de intercambio de genes mas importante
entre las bacterias gram-negativas. Para que se produzca es imprescindible que las
bacterias estén en contacto directo entre si y por la tanto es muy frecuente que ocurra entre
bacterias que comparten nicho biolégico, como ocurre con las enterobacterias en el
pilus
conjugativo” a través del cual se produce el intercambio de material genético. En los

intestino. En los microorganismos gram-negativos participa en el proceso un

microorganismos gram-positivos el proceso no parece estar relacionado con la presencia de
“pili conjugativo” (Clewelll, 1990). En este caso juega un papel primordial la produccién de
feromonas por la célula receptora. Estas feromonas son pequefios péptidos que inducen la

formacion de adhesinas en las células donadoras responsables del contacto entre ambas.

Esta es la forma mas probable por la que Salmonella spp. haya adquirido algunas
B-lactamasas tipo TEM, tan frecuentemente halladas en plasmidos conjugativos de cepas
de E.coli aisladas en el intestino de hombres y animales (Balis et al., 1996; Platt et al.,

1984), como resultado del intercambio genético entre ambos microorganismos.

La conjugacion permite la transferencia de plasmido entre distintos géneros

bacterianos (Heinemann, 1991) incluso algunos muy alejados filogenéticamente, algo que
no ocurre con la transformacion y la transduccién. No obstante las bacterias gram-positivas
tienen mas facilidad para transferir su material genético y es mucho mas frecuente encontrar
genes de resistencia a antibidticos especificos de microorganismos gram-positivos en gram-

negativos que el caso contrario (Brisson-Noel et al., 1998)

La conjugacién estd mediada por plasmidos; Los plasmidos, son moléculas
autorreplicables de DNA. Los genes que contienen no son imprescindibles para la
supervivencia de la bacteria pero les confieren ventajas evolutivas; éste es el caso de los
genes de resistencia. Pero no todos los pldsmidos son conjugativos. Para que un plasmido
sea conjugativo debe llevar ademés un conjunto de genes (tra) que son los responsables de
que se produzca la conjugacion de la bacteria que los hospeda, con la receptora. Los

transconjugantes obtenidos adquieren las propiedades de la bacteria donadora.
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3.2. ELEMENTOS MOVILES DE MATERIAL GENETICO.

El descubrimiento de los_plasmidos en la década de los 70 supuso una revolucion en el
concepto de intercambio genético entre bacterias. Este concepto se amplié una década mas
tarde con la descripcién de los primeros transposones y mas recientemente, la presencia de
integrones en numerosas bacterias justifica la grandisima diseminacién de genes de resistencia

gue hemos observado en los Ultimos afios.

3.2.1.TRANSPOSONES

Los transposones, son elementos genéticos moviles, capaces de insertarse en distintos
lugares dentro del cromosona bacteriano y “saltar” a otras localizaciones, incluyendo plasmidos
o DNA de bacteri6fagos. Hay transposones conjugativos, capaces de promover la conjugacion
aunque deben insertarse en el cromosona o en un pldsmido porque no son autorreplicativos.
Analizando las funciones de recombinacién del transposén Tn21 se observaron una clase de
recombinantes sitio-especificos distintos de los producidos por la transposasa e independientes
de ésta y de los extremos invertidos del transposon. El estudio detallado de estos
recombinantes y de las secuencias requeridas para su obtencion, revelaron la presencia de un

elemento independiente, mas tarde denominado integron.

3.2.2. INTEGRONES

Se define el integrén como un elemento genético dindmico, en el que por un mecanismo

de recombinacion sitio-especifico se acumula una combinacion de genes. Aunque los genes
estructurales presentes en los integrones son mayoritariamente genes de resistencia, también
es posible la integracién de otro tipo de genes que probablemente no se observan con tanta
frecuencia, porque no existe la presion selectiva necesaria para ponerlos de manifiesto. La
ubicuidad de los integrones es tal, que no sélo se han descrito en plasmidos y cromosomas de
distintos géneros de enterobacteiras sino también en microorganismos gram-positivos e incluso
micobacterias. Su papel en la transmisién horizontal de resistencias cobra mayor importancia
recientemente con el descubrimiento de los superintegrones (SI) (Rowe-Magnus y Mazel,
2001). Dos caracteristicas diferencian los S| de los integrones tradicionales de resistencia (RIs):
el gran numero de cassettes que contienen (en Vibrio cholerae se han descrito mas de 150) y
la homologia observada entre los sitios attC de esos cassettes. Se han identificado Sl entre los
miembros de la familia Vibrionaceae (Mazel y Dychinco et al., 1998) y algunas especies

relacionadas como Xanthomonas y Pseudomonas.
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Para la actividad de los integrones se requiere un gen que codifica una recombinasa

sitio-especifica conocida como integrasa, localizada en la regién constante 5°CS. Esta region
se transcribe de derecha a izquierda y en ella se encuentran dos promotores divergentes
gue controlan la trascripcion del gen de la integrasa y la de los genes estructurales situados a
su derecha. En la actualidad se habla de cuatro tipos de integrones que se distinguen por la

integrasa que codifican. La funcién de la integrasa es catalizar la recombinacion entre dos

secuencias cortas de DNA que pueden ser de dos clases att 1 y attC.

Los sitios attC o 59 be se localizan en la region central variable, entre los genes

estructurales, y su longitud oscila entre 57 y 141 pb (Figura 1.1).

Pl
aadAla: 856 pb | (attC: 60 pb)
ch Blg X Hc
|

Ev Bg Bg H
| | | |

oxal 1004 pb

(attC: 90 pb)

Enzimas de restriccion: Bg,Bg/Il; Ev,EcoRV; H,Hindlll; Hc,Hincll; Pl,Pvul; X,Xbal.

Figura 1.1: Se muestra la estructura linearizada de algunos cassettes de genes que se han
descrito formando parte de integrones; Se detalla el tamafio del gen y el del sitio attC
correspondiente asi como las enzimas de restriccion especificas.

Su secuencia es muy distinta en cada caso y s6lo muestran alguna constancia en los
extremos; lo que siempre ocurre es que poseen agrupaciones de 7 pb que se repiten en un
mismo sitio attC orientados inversamente y formando un palindromo imperfecto. Esta estructura
les permite adoptar formas tipo horquilla (Figura 1.2) cuando estan en forma de DNA de cadena

sencilla o cruciformes cuando se localizan en DNA superenrrollado (Stokes et al., 1997).
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aadAl:
GGCAAATAATGTTTAACAATTCGTTCAAGCCGA. . . .15 pb. . .CGGCTTGAACTCAAGCGTTAAACATCATGAGGG

oxa

TGGCAAAATCGCCCAACCCTTCAATCAAGTCGG. - .45 pb. .CCACTTGATTTCAAACGTTGGGCGAACCCGGAG
blapSE :

GCGCTGATAAGGCTAACAAGGCCATCAAGTTGA @ CAACTTGATGGC-GGCGTTAGCCATATTATGGA

Figura 1.2: Estructura de las secuencias attC de tres cassettes diferentes donde se puede observar la
peculiaridad palindrémica de su secuencia y la estructura de horquilla resultante como resultado de la
union entre los oligonucleétidos homologos marcados en color.

El sitio attl se localiza al lado 5™ del gen de la integrasa y marca la separacién entre la
region conservada 5” y la region variable. Su secuencia es practicamente la misma en todos los

integrones.

En la regién central variable se pueden integrar uno o varios genes estructurales. Estos
pueden escindirse y formar circulos covalentemente cerrados, autbnomos pero no replicativos,

gue se denominan cassettes de resistencia y constan de un gen de resistencia y un sitio attC

y son el elemento movil del sistema (Hall y Stokes, 1993). Se han caracterizado méas de 70
cassettes de resistencia diferentes (Mazel y Davies, 1999), la mayoria de ellos con un sitio attC
anico. Su sitio attC los convierte en sustratos de la integrasa y facilita su inclusion en los
distintos integrones (Recchia y Hall, 1995). La organizacion de los genes en la region variable
de los integrones sugiere un mecanismo general para la formacién de operones. La accion del
integrén coloca genes sucesivos bajo el control de un mismo promotor separados por sitios

attC como ilustra la figura 1.3.
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F>int
Int attl
<

—E— >

|—> Pant

Cassette de resistencia 1

I

Pint
Int <« attl antR1
Pant

Cassette de resistencia 2

I l:)in'(
Int <+« attl antR1

Figura 1.3: Proceso mediante el cual se incorporan los distintos genes de resistencia
circularizados (cassettes) en el integrén, bajo la accion de los promotor Py y Piny. Int: integrasa,
P.tV Pint: promotores, antR 1y 2: genes de resistencia a antibioticos.

A continuacion de la region variable se encuentra una regién constante 3'CS en la que
se encuentra un locus de resistencia la bromuro de etidio (qacE4), el gen que codifica
resistencia a sulfamidas (sull) y otros marcos abiertos de lectura que contienen genes cuya

funcién no es del todo conocida (Figura 1.4).

Los integrones de clase 1 son los mas frecuentemente aislados de muestras clinicas
(Sallen et al., 1995) y su integrasa es una proteina de 337 aa y 38 KDa cuyo prototipo es la
integrasa del fago A. La sefial de identidad de esta familia se localiza en el extremo carboxi
terminal de la proteina donde aparece la triada H-R-H y tienen en comun la presencia del gen
sul (Roy, 1999).
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attl attC1 attC2
Int \ cassettes qacEA
H_J ' YT
Regién 5°CS constante Regién variable Regiéon 3°'CS constante

Figura 1.4: Estructura bésica de un integrén. La region variable consta de uno o varios
cassettes con los distintos genes de resistencia. La caja negra con doble flecha
corresponde a la zona donde se sitian los dos promotores divergentes. En la parte
superior aparece la estructura y ubicacion de los correspondientes sitios attC.

4. PAPEL DE LOS INTEGRONES EN LA PROPAGACION DE LA RESISTENCIA EN

Salmonella

En las distintas especies del género Salmonella pero fundamentalmente en
S. typhimurium se han hallado integrones de clase 1 portando multiples combinaciones de

cassettes con distintos genes de resistencia.

Aunque normalmente la localizacién de estos integrones es cromosOmica, también se
ha descrito su localizacion en plasmidos conjugativos y no conjugativos. Las cepas donde se
han localizado estos integrones son tanto de origen humano como animal, e incluso se han
descrito en microorganismos presentes en el agua o en alimentos (Natasi y Mammina, 2001).
Los integrones descritos son de distintos tamafios, en funcién de los cassettes de resistencia
que portan; también se han descrito integrones de un mismo tamafo cuya secuencia ha

revelado diferencias en los cassettes de resistencia que contienen.

Mostramos en la tabla I.1., algunos de los integrones descritos en las distintas especies

de Salmonella.
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Tabla 1.1: Caracteristicas fenotipicas y genotipicas de las distintas especies de Salmonella en las que se han
descrito distintos integrones de clase 1 y tamafio de los mismos.

Tamafio Patrén de Localizacion | Procedencia Serotipo Cita

resistencias

2.0Kb ApCmSmSuTcTpGn | Plasmidica Humana S. derby Natassi 2001
2.0 Kb ApSmSuCmTc Plasmidica Humana S. typhimurium | Sandvag 1998
Carattoli 2001
Tosini 1998
1.8 Kb ApCmSmSuTcTp Plasmidica Animal S. saintpaul Natassi 2001
1.8 Kb ApSuTcTp CromosoOmica | Agua S. anatum Natassi 2001
1.0 Kb SmSuCmTp CromosoOmica | Humana S. typhimurium | Sandvag 1998
1.0 Kb CmSmSuTcTp Plasmidica Humana S. bradenburg | Natassi 2001
1.0+1.2 Kb | ApCmSuSmTc Cromosomica | Agua S. tyhpimurium | Sandvag 1998
Humana
Animal

A pesar de la ubicuidad de los integrones en todas las especies de Salmonella hay
algunos integrones que se observan con mucha mas frecuencia en unos serotipos que en
otros, como ocurre con la combinacion caracteristica del fagotipo DT 104 de S. tyhpimurium o
el integrén de 2000 pb que contiene los genes oxal-aadAl observado también con mas
frecuencia en este serotipo. De hecho aunque se han descrito integrones en casi todas las
especies de Salmonella es sin duda S. typhimurium la especie que con mas frecuencia integra

este tipo de estructuras en su material genético.

Dentro de un mismo serotipo también la distribucién de integrones es caracteristica
segun el fagotipo del que se trate; un estudio realizado por Daly y Fanning (2000), demuestra
gue el 95% de las cepas de S. typhimurium en los que se detectd algun tipo de integron
perteenecian al fagotipo DT 104 y el perfil mas observado fue el formado por dos integrones
de 1.0 y 1.2 Kb respectivamente. En la figura 1.5 se puede observar un esquema de los

mismos.
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1.0 Kb: = 5CS aadA? 3'CS -
. . -
intlla sull
== 5CS Dse_l 3'CS fr
1.2 Kb: _
groEL-intl1b sull

| :1000 pb

Figura 1.5: Estructura de los integrones de 1.0 y 1.2 Kb descritos en S .typhimurium
DT 104. 5'CSy 3'CS representan las regiones conservadas del integron. Las posiciones
de la integrasa y el gen de resistencia a sulfamidas aparecen indicados con flechas. Los
triangulos rojos representan los sitios attC y los cuadrados negros el gen gacEA que
codifica resistencia al bromuro de etidio. En el interior de los casettes aparece el
nombre del gen de resistencia que contienen.

Estos dos integrones tienen localizacion cromosémica y concretamente en un fragmento
de 14 Kb perteneciente a la denominada isla genémica 1 (SGI1) de S. typhimurium (Boyd et al.,
2000). Esta region contiene, ademas de los integrones descritos anteriormente los genes que

codifican resistencia a cloranfenicol y tetraciclina, y se organiza como ilustra la figura I.6.

aadA2 flor tetR  tetA pse-1

Integrén PASPPFLO-like pJA8122-like Integrén

:1000 pb

Figura 1.6: Estructura de la zona de resistencia de la isla genédmica | (SGI1) de S. typhimurium
DT 104 Las flechas rayadas corresponden a las integrasas, las flechas grises a los genes que
codifican resistencia a sulfamidas y los tridngulos rojos a los sitios attC. En la parte superior de
las flechas coloreadas se encuentra el nombre del gen que representan.
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El fenotipo de las cepas multirresistentes de S. tyhpimurium DT 104 (ApCmStSuTc), se
ha observado también en otros serotipos de Salmonella, pero hasta hace poco tiempo se pensé
gue la presencia de esta isla de resistencia era exclusiva de S.typhimurium y dentro de éste del
fagotipo DT 104, como sugieren los estudios de PCR realizados por Briggs y Fratamico (1999),
en los que con una reaccion en cadena de la polimerasa consiguen amplificar una fragmento
de 10 kb correspondiente a esta isla, Gnicamente en las cepas de S. typhimurium DT 104 y no
en el resto de los serotipos a pesar de tener el mismo fenotipo de resistencia. Sin embargo
recientes estudios han hallado esta isla en otros serotipos distintos a S. typhimurium como S.
agona o S. paratyphi B (Meunier et al., 2002). Se postula que el paso de esta isla entre los
distintos serotipos de Salmonella sea consecuencia de la transmisién horizontal de esta regién,
en la que la transduccién a través de un fago es la responsable de la recombinaciéon homdloga

gue coloca a esta isla en la misma region del cromosona en las tres especies.

La presencia de este fenotipo (ApCmStSuTc) en fagotipos distintos al DT 104 pero con
idéntico perfil electroforético hace pensar, mas que en una transmision horizontal, en un cambio
de fagotipo, que puede ser consecuencia de cambios en los receptores de la pared bacteriana
que alteran la sensibilidad de la bacteria a los distintos fagos, lo que hace clasificar a las
bacterias como pertenecientes a otros fagotipos como el DT 120 o el DT12 (Lawson et al.,
2002).

Y por ultimo destacar la presencia de otro integron detectado en algunas cepas de
S. tyhpimurium, que es el denominado In-t2 por Carattoli et al., (2001), entre otros (Figura 1.7).
Se trata de un integrén de 2000 pb que se localiza en el plasmido conjugativo de 140 Kb IncF1.
Este integron suele aparecer solo en el plasmido o acompafado de otro integrén de menor
tamafio denominado In-t1 (Figura |.7) que confiere resistencia a los aminoglucdsidos

gentamicina y tobramicina.

In-t2; = 5CS oxa 1l ]‘[ aadA1la ]¥ 3CS [

— P
Intl sull
In-t1: = 5CS aadB N[ catB3 N 3Cs =
— —_—
Intl sull

Figura 1.7: Estructura de los integrones In-t1 e In-t2 descritos en S. typhimurium. 5°CS y 3'CS
representan las regiones conservadas del integron. Las posiciones de la integrasa y el gen de resistencia a
sulfamidas aparecen indicados con flechas y los tridngulos rojos representan los sitios attC. En el interior
de los casettes aparece el nombre del gen que contienen.
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Como se puede observar en la figura anterior (Figura 1.7.), la regién variable del
integron In-t2 esta compuesta por dos genes de resistencia: oxa-1 y aadAla; este ultimo gen
aparece con mucha frecuencia en integrones descritos en Salmonella, formando parte de
distintos cassettes. Un trabajo realizado por Guerra et al., (2000), que estudia integrones
descritos en distintas especies de Salmonella recogidas durante la década 89-99 en nuestro
pais, describe seis perfiles electroforéticos diferentes que corresponden a distintos tipos de
integrones. En cinco de ellos se encuentra el gen aadAla formando distintas combinaciones:
En catorce ocasiones aparece sb6lo, en una ocasién junto al gen dfr/Al4, en dieciseis
ocasiones junto al gen dfr /AL, en cinco ocasiones junto al gen oxa-1 y en tres ocasiones junto

al gen satl.

En resumen dos grupos de factores son los responsables del gran aumento de la

resistencia de los microorganismos a los distintos antibiéticos en los ultimos afios:

e Factores externos entre los que destacamos el mal uso de los antibiéticos tanto en

el hombre como en los animales

e Factores intrinsecos al propio microorganismo que se ha adaptado rapidamente a

sobrevivir en presencia del antibidtico, desarrollando distintos mecanismos de
resistencia, que ha transmitido a otros microorganismos por distintas vias, entre las

gue destacamos la conjugacion y la presencia de integrones.
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EL MICROORGANISMO
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1. INTRODUCCION

Fue en 1885 cuando Daniel E. Salmon, un veterinario cirujano estadounidense
descubrié un microorganismo en el intestino de un cerdo que producia diarreas en el mismo. Lo
denominé Salmonella cholerasuis en honor a su apellido y aludiendo al cuadro diarreico que

producia en el animal. Esta nomenclatura aun se utiliza en la actualidad.

En 1960 Paul H. Black, uno de los pioneros en el estudio clinico de las infecciones por
Salmonella vaticiné en un articulo en el New England lo siguiente: “la salmonelosis serd un
grave problema durante muchos afios. So6lo cabe esperar que la predisposiciéon de esta
bacteria para recombinar y redistribuir su material genético fracase en la producciéon de un
organismo de mayor virulencia, antes de que su capacidad evolutiva se haya agotado.........
Las predicciones de Paul Black se han cumplido 40 afios después, y como consecuencia de
esta capacidad de recombinacion se conocen mas de 2400 serotipos diferentes, algunos con

gran virulencia y resistencia a multiples antibidticos.

2. DESCRIPCION

El género Salmonella pertenece a la familia de las enterobacterias y sus caracteristicas
morfologicas y bioquimicas estan detalladas en el manual Bergey. Son bacilos gram-negativos
de un tamafio que oscila entre 0.7 x 2 y 1.5 x 5 micras, que se mueven por flagelos peritricos

aungue también hay serotipos inmoviles.

Entre sus caracteristicas bioquimicas destaca que la mayoria puede utilizar citrato
como fuente de carbono, produce gas como consecuencia de la fermentacién de glucosa (a
excepcién de algunos serotipos como S. typhi), no fermenta la lactosa, y reduce el sulfato del
medio produciendo &cido sulfidrico lo que confiere a sus colonias el color negro caracteristico si
se encuentra en el medio apropiado. Este género presenta la mayor resistencia entre los
miembros de su familia a las sales biliares y otros componentes quimicos (verde brillante o

selenito) lo que permite utilizar medios selectivos para su aislamiento.
3. CLASIFICACION
La taxonomia de Salmonella ha sido revisada en mdultiples ocasiones. El equipo de Le

Minor realiz6 durante la década de los ochenta un amplio estudio taxonémico basado en la

taxonomia numérica tradicional y en estudios de homologia de DNA. Como consecuencia de
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estos estudios y de las posteriores maodificaciones de 1987 y 1989 se describen 2 especies,

Salmonella enterica (Le Minor 1987) y Salmonella bongori (Reeves, 1989).

S.enterica se divide en 6 subespecies, en base a un pequefio nUmero de reacciones

bioguimicas (Le Minor, 1982; Le Minor 1986), que se denominan:

Salmonella enterica subespecie enterica (subespecie I)
Salmonella enterica subespecie salamae (subespecie II)
Salmonella enterica subespecie arizonae (subespecie llla)
Salmonella enterica subespecie diarizonae (subespecie Il1b)
Salmonella enterica subespecie houtenae (subespecie 1V)

Salmonella enterica subespecie indica (subespecie VI)

El 99,8% de los aislados de origen humano pertenecen a serotipos de la subespecie
enterica, por lo que en lo sucesivo nombraremos los serotipos como si se tratara de especies
y asi no diremos Salmonella enterica subespecie enterica serotipo Typhimurium, sino

simplemente Salmonella typhimurium.

La identificacion serolégica de Salmonella se basa en la caracterizacion de sus

antigenos somaéticos y flagelares:

Los antigenos somaticos “O” pueden ser clasificados en “mayores” que son los

responsables de la division del género en serogrupos (Méakeld, 1984) y “menores” que pueden
encontrarse en diferentes serogrupos o proceden de la modificacion quimica de algunos
antigenos “mayores”. Asi, dentro del grupo B las cepas comparten el antigeno soméatico O:4,
dentro del C1, el antigeno O:7, dentro del C2, el O:8 y las del grupo D, comparten el antigeno
0:9. Para mayor comodidad, en lo sucesivo hablaremos de serogrupo B 4, D 9, C2-8 y C1-7.
De todos los serotipos pertenecientes al serogrupo B el mas frecuente e importante desde el
punto de vista clinico es S. typhimurium que posee el antigeno somaticos O:4 (antigeno mayor)
y puede tener o no el antigeno O:5 (antigeno menor); por ello los sueros utilizados para una

primera identificacion en la rutina clinica, poseen anticuerpos frente a estos dos antigenos.

Los antigenos flagelares pueden estar presentes o no, aunque la mayoria de las cepas

son moviles y presentan dos tipos de antigenos flagelares “H”: de fase 1 y de fase 2. Los de
primera fase se expresan con letras y los de segunda fase (cuando existe) con nimeros o
letras. y ambos estan separados por dos puntos; la ausencia de antigenos flagelares se

representa con un guién. En cada cepa se expresan alternativamente uno u otro pero no
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ambos simultdneamente, por un proceso que se denomina “cambio de fase” que tiene lugar
de forma espontanea cada 10%-10° generaciones, en el que interviene un elemento genético
invertible que cambia de orientacidén al azar y que determina la expresion de un tipo u otro de
proteina flagelar. A continuacién se mencionan algunos de los serogrupos de Salmonella y los

serotipos que contienen:

p
S. typhimurium 4,5,12:i:1,2
S. paratyphiB  4,5,12:b:1,2
S. heidelberg  4,5,12:1:11,2
GRUPOB < g derby 4,5,12:fg:-
S. agona 4,5,12:fgs:-
S. bredeney 4,12:lv:1,7
k ----------------------
S.virchow 6,7:r:1,2

S.infantis 7,
GRUPOC1 S.montevideo  6,7:gms:-

S. newport 6,8:eh:1,2
GRUPO C 2{ S. blockley 6,8:k:1,5

S. enteritidis 9,12:gm:-
S. panama 9,12:lv:1,5
S. tyhpi 9,12,[Vi]:d:-

GRUPO D

4. METODOS DE TIPIFICACION DE SALMONELLA

4.1. SEROTIPIFICACION

La serotipificacion es un método sencillo y rapido; basta con enfrentar la cepa en
estudio con sueros que contienen anticuerpos que reconocen especificamente los antigenos
caracteristicos de cada serotipo y observar la aglutinacion producida. En el género Salmonella

se diferencian tres tipos de antigenos:

0 Antigeno somético o antigeno O: Consta de tres regiones de distinta naturaleza:

la regiéon Il de naturaleza lipidica, y las regiones | y Il de naturaleza

polisacaridica. Mutaciones en las cadenas polisacaridicas dan lugar a un cambio
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de fase de lisa (S) a rugosa (R), lo que determina una pérdida de patogenicidad

y la autoaglutinacion de la cepa.

o Antigeno flagelar o antigeno H: Los flagelos son polimeros de proteinas
filamentosas denominadas flagelinas codificadas por los genes fliC (fase 1) y
fli B (fase 2). Estos genes se sitlan en zonas distintas del DNA cromosémico. La
expresion de un tipo u otro de flagelo se denomina cambio de fase y se debe a la
presencia de un elemento genético invertible que cambia de orientacién al azar y
determina la expresién de un tipo u otro de proteina flagelar. Hay serotipos
monofasicos que son capaces de expresar Unicamente una especificidad

flagelar.

0 Antigeno capsular o de superficie 0 antigeno Vi: Este tipo de antigeno se ha

descrito también en otros géneros bacterianos (E. coli, Klebsiella), su naturaleza

es homopolisacaridica.

La serotipia tiene un importante peso taxonomico refrendado ademas porque la
patologia causada por algunos serotipos es muy especifica y diferente a la causada por otros.
Sin embargo, para realizar estudios epidemiolégicos, se requiere una tipificacion mas completa,
ya que en Espafa, como se ha mencionado con anterioridad, la mayoria de las infecciones

estan causadas por el serotipo Enteritidis (Echeita y Usera, 1999).

4.2. FAGOTIPIFICACION

El método mas frecuentemente empleado en la tipificacibn de Salmonella es la
fagotipia, basada en la capacidad de algunos fagos de unirse a determinantes concretos de la
pared celular, infectando y lisando la bacteria. Como resultado de esta lisis se observan zonas
de inhibicion de crecimiento (placas de lisis) en los cultivos de Salmonella que han sido
inoculados con los distintos fagos y en funcién de los fagos que produzcan la lisis y el tipo de

lisis producida se define el fagotipo.

El primer esquema de fagotipificaciéon para Salmonella fue desarrollado por Craigie y
Yen (1938) para el Salmonella typhi; actualmente con el juego de fagos en uso para este
serotipo, se diferencian 106 fagotipos distintos (Edelman y Levine 1989). La fagotipificacion da
muy buenos resultados para los serotipos mas frecuentes en los que se hace necesaria una

posterior subdivision, como en el caso del S. tyhpimurim (Anderson et al., 1977).
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Pero esta técnica tan utilizada para la subdivision de los serotipos de Salmonella

presenta también algunas limitaciones:

- Conseguir una coleccion adecuada de fagos y mantenerla operativa es complejo
por lo que los juegos de fagos suelen encontrarse en centros de referencia que es

donde se realizan las fagotipias habitualmente.

- Estos experimentos deben realizarse en determinadas condiciones ambientales
ya que cambios en las mismas pueden provocar alteraciones en la sensibilidad de las
bacterias a los fagos y conversiones en el fagotipo relacionadas con la pérdida de
lipopolisacarido (Baggesen et al.,, 1997) o adquisicion de plasmidos (Ridley et al.,
1996)

4.3. POLIMORFISMO DE FRAGMENTOS DE RESTRICCION

Los patrones de restriccion obtenidos mediante al digestion del DNA cromosomico por
enzimas de restriccion son Utiles en muchos casos para diferenciar cepas bacterianas. El
mayor inconveniente es que muchas veces el patron de bandas es muy complejo y que con la
eletroforesis en agarosa convencional no se logra separar completamente las bandas de DNA.
Esta técnica se ha optimizado mediante el desarrollo de equipos de electroforesis en campo
pulsado ( Pulse Field Gel Electroforesis PFGE) que presentan un enorme poder resolutivo para
grandes moléculas de DNA, incluyendo fragmentos de genomas bacterianos. La migracion del
DNA se realiza en una matriz de agarosa y depende del tiempo de electroforesis, de los
cambios en el campo eléctrico, el voltaje, el angulo del campo y el tiempo de electroforesis. En
este tipo de electroforesis el campo eléctrico cambia ritmicamente en forma de breves pulsos
obligando a las moléculas de DNA a cambiar constantemente de direccibn o a reorientarse
segln su carga. Las moléculas mas grandes tardan mas en reorientarse, y por tanto, tienen
menos tiempo para moverse durante el pulso, migrando mas despacio que las pequefas. De

esta forma, se ha mejorado enormemente la resolucién de las bandas.
La electroforesis en campo pulsado se ha empleado con éxito en la tipificacion

epidemioldgica de diferentes serotipos de Salmonella (Usera et al., 1998; Laconcha et al., 2000
Sandvang et al., 2000).
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5. EPIDEMIOLOGIA

En Espafia, al igual que en el resto de los paises occidentales, la mayoria de las
salmonelosis estan producidas por S. enteritidis, seguida en incidencia por S. typhimurium y en

mucha menor medida por otros serotipos.

La salmonelosis es considerada una zoonosis, es decir, la transmision del agente
infecciosos es unidireccional, de los animales al ser humano, aunque algunos autores la
consideren una infeccidn bidireccional, en la cual, la especie humana y sus actividades estarian
también implicadas en al trasmision de la enfermedad. No obstante su principal reservorio es el
intestino de un gran numero de animales, entre los que destacan aves de granja, y otros
animales estabulados, aunque hay autores que destacan la importancia de animales salvajes ,
fundamentalmente las aves, en la diseminacion de este microorganismo en el medio ambiente
(Goope, 2000).

El animal mas frecuentemente implicado son las gallinas. Los huevos se contaminan a
su paso por el oviducto de gallinas infectadas. Normalmente es la céscara la que esta
contaminada pero en ocasiones la contaminacion se produce en el ovario y afecta también al
interior del huevo. Un estudio realizado en el instituto de Salud Carlos Ill sobre los alimentos
implicados en todo tipo de infecciones alimentarias sitia a los alimentos con huevo en primer
lugar (55%) seguido de reposteria (11%), pescados y mariscos (11%), carnes (7%), lacteos
(4%) y otros (13%). Las carnes de todos los animales de abasto que son portadores de
Salmonella (aves, bdvidos, cerdos...) se pueden contaminar a partir del tubo digestivo durante

el sacrificio en los mataderos aunque esta via de infeccién es menos frecuente.

En las cocinas, durante la manipulacion de los alimentos, los microorganismos pueden
pasar de los contaminados a los no contaminados, y los manipuladores de alimentos que sean
portadores asintomaticos pueden transmitir el microorganismo a los alimentos donde se
multiplica hasta ser ingerido y causa la infeccién. Los manipuladores de alimentos en los que
se detecte la presencia de Salmonella en heces no deben reanudar su trabajo hasta que al

menos tres cultivos consecutivos de heces sean negativos.
La estacionalidad de la salmonelosis presenta un claro predominio en los meses de

verano, motivado por el aumento en la temperatura ambiental que facilitaria la proliferacion de

la bacteria en los alimentos.
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6. CLINICA

La gastroenteritis es la manifestacion clinica mas frecuente de la infeccion por

Salmonella enterica serotipo no tifoideo (SNT).

La dosis infecciosa es aproximadamente de 10° bacterias, por lo que la transmisién
persona-persona es practicamente imposible. ElI microorganismo debe multiplicarse en el
alimento hasta alcanzar su dosis infecciosa por lo que, como ya comentamos anteriormente, la

salmonelosis es mucho mas frecuente en verano donde la temperatura es mas favorable.

El periodo de incubacidn suele oscilar entre 6 y 48 horas y tras este periodo comienza
un cuadro clinico con dolor, fiebre, mialgia, nauseas, vémitos y diarrea. La diarrea puede
llegar a la deshidratacién, sobre todo en nifios y ancianos. Si no surgen complicaciones, la
enfermedad se autolimita y suele remitir en 3 - 4 dias aunque el enfermo puede seguir
eliminando Salmonella por heces durante 2 - 4 meses o0 incluso durante méas tiempo
permaneciendo asi en estado de portador asintomético. La enfermedad es mas grave en
pacientes inmunodeprimidos, ancianos y nifios, pudiendo causar en estos grupos de riesgo,

importantes complicaciones.

Salmonella puede pasar a la sangre y producir sepsis. El riesgo de desarrollar

bacteriemia depende de distintos factores:

v' Relativos al microorganismo: Hay serotipos con mas facilidad para producir sepsis. Este

hecho se atribuye a varios determinantes de patogenicidad entre los que destaca la
posesion del antigeno Vi de virulencia que permite a la bacteria inhibir la fagocitosis y hace
gue el inéculo necesario para desarrollar infeccion y producir bacteriemia sea menor (Fierer

et al., 1992), y la presencia del plasmido de virulencia.

v Relativos al huésped:

o] La edad constituye un factor fundamental para el desarrollo de bacteriemia, su
incidencia es mayor en grupos extremos de edad. En los neonatos la funcion
leucocitaria es deficiente y la mucosa no ejerce con completa eficiencia su funcién de
barrera protectora. Su sistema inmune no esta desarrollado, por lo que presentan
disgammaglobulinemia fisiol6gica. Por otro lado, los neonatos carecen de flora
enddgena equilibrada, lo que les hace susceptibles a la colonizacién por la flora

presente en el lugar donde se encuentren. Este hecho, hace a las unidades de
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cuidados intensivos neonatales y pediatricas mas susceptibles de sufrir brotes por
Salmonella. Los riesgos se incrementan considerablemente cuando estos pacientes
son sometidos a cirugia o reciben tratamiento inmunosupresor o tratamiento antibiético
prolongado, que los predispone a colonizarse por cepas multi-resistentes (Hammami
et al., 1991; Bosch Mestres et al., 1993). La incidencia de los procesos epidémicos por
Salmonella en estas unidades esté relacionada con el desarrollo sanitario del pais que
se considere; y asi, estudios realizados en Finladia, y EEUU encuentran una
incidencia del 1% (Vesikari et al., 1985; Gladstone et al., 1990) y en Pakistan asciende
al 20% (Bhutta et al., 1991).

0 La inmunodepresién, tanto humoral como celular, favorece el desarrollo de
afecciones extraintestinales dado el importante papel que juega la funcién macrocitica
en el control de esta infeccion. La importancia de la inmunidad celular en el control de
la infeccion es tal que justifica la mayor incidencia de la enfermedad en pacientes
infectados por el VIH. Estos enfermos tienen 20 veces mas riesgo de padecer
salmonelosis (Moreno et al., 1994). Ademas, la aparicion de sepsis por Salmonella en
estos pacientes precede al resto de infecciones oportunistas y al propio desarrollo del
cuadro SIDA, ya que el grado de inmunodepresion requerido para la instauracion de

este cuadro es menor que el necesario para gue surjan otras infecciones oportunistas.

o Otros factores que predisponen al desarrollo de sepsis son aquellos que alteran la
produccion de &cido en el estbmago, como la existencia de gastrectomia previa, la
ingesta de alcalis, de antibidticos y de astringentes que destruyendo esta barrera
natural hacen al sujeto mas proclive a adquirir formas extraentéricas de salmonelosis.
Especial atencibn merecen los pacientes con cuadros asociados con hemdlisis
(anemia de células falciformes, anemia hemolitica autoinmune..); se ha documentado
la mayor sensibilidad de estos pacientes a la infeccion por S. enterica en todas sus
formas debido a que la eritrofagocitosis producida por parte de los monocitos
disminuye la capacidad de éstos para lisar las salmonellas. También se han descrito
infecciones instauradas sobre aneurismas en los que el enlentecimiento y la
turbulencia del flujo sanguineo facilitan el acantonamiento del microorganismo y la

trombosis, protege a Salmonella de la fagocitosis.
El diagnostico de sepsis por Salmonella se realiza por el hemocultivo, ya que el

coprocultivo suele ser negativo. La deteccion de bacteriemia por Salmonella permite sospechar

la existencia de una infeccion focal simultanea (Salmonella suele llegar a los distintos focos via
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hematdégena) aunque la infeccion extraintestinal es un cuadro poco habitual en nuestro

medio (1,5% a 6% en funcién de las fuentes consultadas) (Ruiz et al., 2000).

Algunas de estas infecciones extraintestinales son:

v' Infecciones osteoarticulares, fundamentalmente en pacientes con enfermedades

hematoldgicas y en nifios en los que son mas frecuentes las osteomielitis y las artritis

asociadas en un 60% de los casos a diarrea previa.

v' Infecciones endoteliales, con especial predisposicién a afectar endotelios vasculares

previamente dafiados.

v Infeccién pleuropulmonar, que supone un 5-9% del total de las manifestaciones

extraintestinales (Berdonces et al., 2001).

v" Infecciones uroldgicas

v Infecciones intraabdominales, afectando fundamentalmente al higado y bazo de

personas con neoplasias hematolégicas.

v Infecciones de partes blandas tanto de la piel como del tejido subcutaneo.

v Infecciones neuroldgicas, que representan un 0,9% de las formas extraintestinales, y es

mucho mas frecuentes en neonatos y lactantes; en Espafia se han comunicado sélo 9

casos de meningitis producidas por Salmonella en adultos (Tena et al., 2001).

7. TRATAMIENTO

En las formas benignas (las més frecuentes en la poblacion normal) el Unico tratamiento
requerido es la prevencién de la deshidratacion, aunque como se comentd al principio de
esta introducciébn en muchas ocasiones se recurre al tratamiento antibidtico de forma
innecesaria. Las gastroenteritis producidas por Salmonella en el hombre no deben ser tratadas

con antimicrobianos para no prolongar el estado de portador (Wegwner et al., 1999).

Sin embargo, entre el 1 y el 2% de las cepas de S. typhimurium causan infecciones
invasivas en humanos las cuales siempre requieren una terapia antimicrobiana debido a la alta

mortalidad asociada con esta infeccion. (Orden Gutierrez y de la Fuente, 2001).
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o En las formas graves de enteritis: fluorquinolonas orales durante 3-7 dias, cotrimoxazol

o ampicilina (siempre que la cepa sea sensible).

o En bacteriemia o infeccidn localizada: Cefalosporinas de tercera generacion, aztreonam

o una fluorquinolona. Si el paciente estd inmunodeprimido o tiene factores de riesgo
para desarrollar metastasis (aneurisma aortico o hemolisis) el tratamiento se prolongara

hasta un mes.

8. B-LACTAMICOS Y B-LACTAMASAS

Lo antibidticos B-lactamicos se han usado ampliamente en el tratamiento de la
salmonelosis. El creciente e inadecuado uso de estos antibiéticos ha provocado una paulatina
pérdida de eficacia de los mismos en el tratamiento de este tipo de infecciones. El factor que

mas ha contribuido a este hecho es la aparicion y diseminacién de p-lactamasas.

8.1. CLASIFICACION Y NOMENCLATURA

La continua aparicion de nuevas B-lactamasas ha creado problemas en su clasificacion

y nomenclatura. En un principio, su nombre hacia referencia a aspectos tan diversos como: el

sustrato sobre el que actia (CARB, OXA), sus propiedades bioquimicas (SHV), la bacteria que
la produjo por primera vez (PSE descrita pro primera vez en P. aeruginosa), el paciente del
que procedia la muestra (TEM, ROB) o el hospital donde estaba ingresado el paciente (MIR,
RHH) y el estado al que pertenecia (OHIO), no pudiendo faltar las iniciales de los autores que
las describieron por primera vez (HMS). Hoy se conocen mas de 300 enzimas diferentes lo que

impone una nomenclatura mucho mas logica que asigna un nimero a cada enzima.

La clasificacion propuesta por Jack y Richmond en 1970 y posteriormente ampliada por
Richmond y Stykes en 1973, fue la que se utiliz6 hasta que Bush en el afio 1989 propusiera
una clasificacion basada en la actividad enzimatica o afinidad de los enzimas por diferentes
sustratos y su sensibilidad a la accién inhibidora por el acido clavulanico. Esta clasificacién fue

revisada en 1995 y es la que se utiliza en la actualidad (Tabla 1.2)
Por otro lado Ambler (1980) propuso una clasificacion en funcién de los mecanismos de

interaccion enzima-sustrato y la secuencia de aminoacidos de las p-lactamasas en la que

distinguen cuatro clases de enzimas designados como A, B, C y D. Esta es la clasificacion
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defendida por autores como Livermore (1995) que argumenta que las clasificaciones

fenotipicas presentan el problema de que cualquier mutacion puntual puede alterar la

especificidad de sustrato y la sensibilidad a los inhibidores, variando asi el grupo al que

estarian asignadas. Este problema no lo tiene la clasificacion de Ambler ya que se basa en

caracteristicas esencialmente estables y no distorsionadas por mutaciones y posee ademas la

belleza de la simplicidad al reconocer Unicamente cuatro clases de enzimas.

Tabla 1.2: Clasificacion de p—lactamasas sugin Bush, Jacoby y Medeiros (1995).

GRUPO Sustrato preferido Inhibidas por Enzimas CLASE
ac.clavulanico representativas Ambler
1 Cefalosporinas No AmpC, MOX-1 C
2.a Penicilinas Si (A,B,C,D) S.aureus A
2.b Penicilinas, cefalosporinas 12 Si TEM-1, TEM-2, SHV-1
generacion
2.b.e Penicilinas, cefalosporinas 12 y 32 Si TEM-3-29,43-44, SHV 1-10,
generacion, monobactaamas K-1
2.br Penicilinas, inhibidores de Si/No TEM 30-41
betalactamasas
2.c Penicilinas, carbenicilina Si PSE-1, PSE-3, PSE-4
2d Penicilinas, cloxacilina Si/No OXA-1-10 D
OXA 11-19
2.d.e. Penicilinas, cloxacilina, Si/No
cefalosporinas 12-32 generacion
2.e Cefalosporinas 12-32 generacion Si Cefuroximasa A
Si NMC-A, Sme-1
2.f Cefalosporinas 12-32 gracion,
penicilinas, carbapenemes
3 Cefalosporinas 12-32 generacion, No L1,CcrA,IMP-1 B
penicilinas, carbapenemes
4 Penicilinas No SAR-2 No
Definida
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8.2. B- LACTAMASAS EN Salmonella

Aunque la existencia de cefalosporinasas cromosémicas esta practicamente
generalizada en la familia de las enterobacterias, no estan presentes en el género Salmonella.
La Unica descrita en la bibliografia es una cefalosporinasa cromosdémica en un aislado de

S. typhimurium, mencionada Unicamente por Sykes y Matthew en una revision de 1976.

El coste biolégico que supone la expresion de estas enzimas puede ser el responsable
de que Salmonella haya sacrificado mecanismos de resistencia por mantener sus caracteres
patégenos; asi la ausencia de B-lactamasa cromosOmica en este microorganismo podria
explicarse por la incompatibilidad entre la alta expresién de esta enzima y la capacidad de

invasion y multiplicacién intracelular de Salmonella.

Las p-lactamasas plasmidicas mas frecuentemente descritas en Salmonella incluyen
las de tipo TEM, las oxacilinasas (OXA) o las de tipo SHV o PSE.

o Las penicilicilinasas tipo TEM, tienen capacidad de hidrolizar penicilinas y
cefalosporinas aunque no tienen actividad sobre los p-lactdmicos denominados de
espectro ampliado. Su caracter transferible les ha permitido diseminarse por una gran
diversidad de géneros bacterianos (E. coli, Salmonella, Pseudomonas, Acinetobacter,
Haemophilus y Neisseria entre otros) La méas frecuente es la enzima TEM-1 codificada

por el gen bIaTEM.lAO bIaTEM.]_B.

a Las penicilinazas de tipo SHV-1 se encuentran principalmente en bacterias
pertenecientes al género Kebsiella, comparte un 68% de homologia con TEM-1 lo que

le confiere un perfil de resistencias muy similar al de dicha enzima.

0 Las B-lactamasas tipo OXA confieren resistencia a las amino y ureidopenicilinas.
Poseen una gran capacidad hidrolitica frente a la cloxacilina y son resistentes a la
accion inhibidora del acido clavulanico aunque permanecen sensibles a la asociacion

piperacilina-tazobactam. (Livermore, 1995)

O La p-lactamasa tipo PSE-1 se describid por primera vez en Pseudomonas aeruginosa
(Newsom 1969) y aunque normalmente ofrece unos perfiles de resistencia similares a
los de las B-lactamasas clasicas, en algunos casos se presentan resistentes a la accion

del acido clavulanico mostrando un fenotipo de resistencia muy similar al de las
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B-lactamasas de tipo IRT (resistencia a amoxicilina-clavulanico pero sensibilidad frente
a cefalosporinas de primera generacion). En 1999 Poirel describié este tipo de enzimas

en S. typhimurium DT 104 codificadas en un integrén de localizacion cromosdmica.

8.3. RESISTENCIA A INHIBIDORES DE B—-LACTAMASAS. IRT

Dada la alta frecuencia en la produccibn de p-lactamasas por los distintos
microorganismos y el fracaso terapéutico asociado a la produccién de las mismas, se buscaron
soluciones para reestablecer la actividad de los B-lactamicos disefiando antibidticos mas

resistentes a la accién de las p-lactamasas.

Las primeras aproximaciones en la lucha contra las p-lactamasas fue la busqueda de
inhibidores que se realizé durante las décadas de 1940 y 1950 aunque sin mucho éxito. En
1967 un laboratorio farmacéutico desarroll6 un programa de investigaciébn encaminado a
detectar metabolitos microbianos con actividad inhibitoria de las p—lactamasas , que tuvo como
consecuencia el descubrimiento de los acidos olivanicos a partir de una cepa de Streptomyces
olivaceus y del acido clavulanico producido por Streptomyces clavuligenus (Brown et al., 1976).
El acido clavulanico mostraba escasa actividad antimicrobiana pero una importante capacidad
de inhibir algunas p—lactamasas (las de clase A de Amber) de forma irreversible. Fue registrado
oficialmente como inhibidor de p-lactamasas en el afio 1975. Estas moléculas tienen una
elevada afinidad por las pB-lactamasas, mayor que la de los antimicrobianos a los que se

asocian, y las inhiben irreversiblemente protegiendo de su accién a los p-lactamicos.

Estas estrategias se mostraron eficaces hasta que a principios de 1987 comenzaron a
aparecer las primeras cepas de E.coli causantes de infeccion del tracto urinario con un
sensibilidad disminuida a amoxicilina / clavulanico (Sirot, 1995). Un estudio realizado en
Francia en 1995 que recoge los datos de 19 hospitales de todo el pais, encuentra que un 4,9%
de las cepas de E. coli aisladas de orina eran resistentes a amoxicilina /clavulanico por la

presencia de p—-lactamasas resistentes a inhibidores (IRTS).

Los datos obtenidos en nuestra comunidad durante los Ultimos cuatro afios, muestran
una prevalencia de E.coli resistentes a amoxicilina / clavulanico (CMI >16/8 mg/l) del 12% y
aunque el mecanismo de resistencia mas frecuente es la hiperproduccion de penicilinasa
(80%) seguido de la produccion de p-lactamasas de espectro extendido (13,5%) o la
produccion de cefalosporinasas de clase C ( 4,3%), en un 1.3% de las cepas se detect6 la

presencia de p-lactamasas de tipo IRT (Cuevas et al., 2002).
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Y es que un microorganismo puede ser resistente a la accion de los inhibidores

B-lactamasas por distintos mecanismos, entre los que destacan:

e Hiperproduccién de las p-lactamasas tradicionales (TEM) haciendo asi que el
inhibidor no sea capaz de reaccionar con tal cantidad de sustrato, como demuestra

Espinasse et al., (1999).

e Hiperproduccion de las B—lactamasas cromosémicas al no ser éstas tan sensibles a
los inhibidores o produccion de p-lactamasas plasmidicas tipo OXA-1 mucho

menos sensibles a la inhibicién que las tradicionales TEM o SHV.

e Alteracion de la permeabilidad por pérdidada de porinas (Reguera et al., 1991).

e Mutaciones en las p-lactamasas clasicas que afectan a la afinidad de las mismas
por los inhibidores; esta pérdida de afinidad deja libre a la B—lactamasa que actla
inactivando el antibidtico, estas mutaciones en p-lactamasas clasicas (TEM o SHV)
dieron nombre a las B-lactamasas IRT (Inhibitor Resistant TEM) resistentes a los

inhibidores.

Las sustituciones en los aminoacidos provocan un cambio en la especificidad de la
enzima por el sustrato que afecta en mayor medida a la afinidad de la enzima por los
inhibidores, son mutaciones puntuales y en ningln caso se han descrito mas de tres por
enzima. La tabla 1.3. muestra algunos ejemplos de mutaciones encontradas en las

B-lactamasas resistentes a inhibidores que se han descrito.

El aminoacido que cambia con mas frecuencia es la metionina situada en posicién 69
gue puede ser sustituido por leucina, isoleucina o valina ; a pesar de su proximidad al centro
activo (Ser70) la pérdida de actividad se debe mas a que su cadena lateral forma parte del
lugar de unién de la enzima al sustrato formado por las amidas de Ser70 y Ala237 (Chaibi et
al., 1988).

La sustitucién de Arg244 por aminoacidos con cadenas laterales mas cortas, como
cisteina (IRT-1), serina (IRT-2), modifica la interaccion de enzima y sustrato, diminuyendo su
afinidad; ademas estos aminoacidos con cadenas mas cortas serian incapaces de activar la
molécula de agua necesaria para que el acido clavulanico inactive la p-lactamasa (Saves et
al., 1995)
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La sustituciébn de Arg244 por aminoacidos con cadenas laterales mas cortas, como
cisteina (IRT-1), serina (IRT-2), modifica la interaccion de enzima y sustrato, diminuyendo su
afinidad; ademas estos aminoacidos con cadenas mas cortas serian incapaces de activar la
molécula de agua necesaria para que el acido clavulénico inactive la B-lactamasa (Saves et
al., 1995)

Uno de los aminoacidos mas conservados es la Ser130, quizas por su importancia en
mantener la geometria del centro activo y su gran participacion en el proceso catalitico de las
f-lactamasas de clase A. No obstante la mutacion en Serl30Gly se ha descrito en tres
B—lactamasas resistentes a inhibidores, una de ellas aparece en la tabla |.3. y las otras dos son
consecuencia de mutaciones en SHV-5 (SHV-10) y OXY-2 (IRKO-1) respectivamente
( Bermudes et al., 1998, Prinarakis et al., 1997).

Tabla I. 3: Mutaciones encontradas en algunas de las p—lactamasas resistentes a inhibidores
gue se han descrito. * Esa mutacién ocurre en TEM-2 y no en TEM-1 como el resto.

Posicién de aminoacidos y mutacion encontrada
B-lactamasas 69 130 165 182 244 261 275 276
TEM-1 Met Ser Trp Met Arg Val Arg Asn
TEM-31 (IRT-1) Cys
TEM-30 (IRT-2) Ser

TEM-33 (IRT-5) Leu

TEM-34 (IRT-6) Val

TEM-40 (IRT-7) lle Asp
TEM-45(IRT-14)
TEM-51(IRT-15)
TEM-44(IRT-3)* Ser

TEM-39(IRT-10) Leu Arg Asp
TEM-60 Gly

—

eu Gnl

—
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Las enterobacterias fueron de nuevo las primeras en demostrar su poderosa adaptacién
al ataque terapéutico (Sirot et al., 1994) y aunque E. coli fue el primer microorganismo en
producir este tipo de enzimas, se siguieron los casos de aparicion de IRT en diferentes
microorganismos como Proteus como resultado de mutaciones en esta ocasion de TEM 2 en
vez de TEM 1 como en E. coli. En 1995 se describe por primera vez la presencia de IRT en
familias distintas a las enterobacterias y se constata el intercambio de enzimas entre los
distintos microorganismos al observar que las primeras IRT halladas en K. pneumoniae

coinciden con las primeras halladas también en E. coli.

La introduccion en la practica médica de las asociaciones de p-lactamicos- inhibidores
de pB-lactamasas ha contribuido notablemente a la seleccién y multiplicacion de estas cepas
resistentes y de hecho, el predominio de estos microorganismos en la comunidad es debido a
que el uso de estos antibidticos es mucho mas frecuente en el tratamiento ambulatorio que en

el hospitalario.

En Salmonella se han encontrado cepas resistentes a inhibidores de p-lactamasas
fundamentalmente por hiperproduccion de TEM-1 (Espinasse et al., 1997) o de PSE-1 (Poirel et
al., 1999).

8.4. B~-LACTAMASAS DE ESPECTRO EXTENDIDO (BLEE)

A principios de los afos 80, aparecieron las primeras PB-lactamasas plasmidicas
sintetizadas por microorganismos gram-negativos con actividad sobre cefalosporinas de tercera
generacion (ceftazidima, ceftriaxona, cefotaxima). Aunque en un principio se encontraron
Unicamente en especies muy concretas (Klebsiella pneumoniae y Serratia marcescens)
localizadas en un ambito geogréafico limitado, muy pronto se extendieron por toda Europa,
EEUU y el resto de paises y cada vez son mas los microorganismos en las que se han descrito

algun tipo de BLEE (Salmonella, Proteus, Citrobacter, o Serratia entre otros)

Su espectro incluye las amino y ureidopenicilinas, penicilinas de segunda y tercera
generaciébn y monobactamas; las cefamicinas (cefoxitina y cefotetan) asi como los
carbapenemes (imipenem y meropenem) continlan siendo activos frente a los

microorganismos productores de BLEE. Estas enzimas son inhibidas por el acido clavulanico.
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Figura 1.8: Imagen tridimensional de la estructura terciaria de una f—lactamasa tipo TEM con
el antibiotico p-lactamico en el sitio activo. Las flechas blancas sefialan la localizacion de las
mutaciones mas frecuentemente encontradas en este tipo de f—lactamasa.

La mayoria de las BLEEs son mutantes derivadas de TEM-1, TEM-2 y SHV-1, que
presentan de dos a cuatro sustituciones en su secuencia de aminoacidos, lo que les confiere
capacidad para remodelar el centro activo de la enzima, siendo capaces de hidrolizar no solo
penicilinas o cefalosporinas de primera generacién, sino también las de tercera y cuarta

generacion.

Estas mutaciones en las diversas BLEEs conocidas, no necesariamente les confieren
capacidad para hidrolizar a los mismos sustratos y por ejemplo TEM-7 hidroliza ceftazidima y
cefotaxima con la misma efectividad, mientras que, SHV-2 hidroliza a cefotaxima cerca de 10

veces mas rapido que a ceftazidima.
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Tabla 1.4: Algunos ejemplos de BLEES con los aminoécidos que aparecen mutados respecto a
la p—lactamasa TEM-1 que aparece en negrita.

Posicion de aminoacidos
B-lactamasas 39 104 164 237 238 240 265
TEM-1 Gln Glu Arg Ala Gly Glu Thr
TEM-2 Lys
TEM-3 Lys Lys Ser
TEM-8 Lys Lys Ser Ser
TEM-14 Lys Lys Ser Met
TEM-27 His Lys Met
TEM-29 His
TEM-42 Lys Ser Lys Met

A continuacién se comentan estas mutaciones, relacionando el cambio estructural que

producen con la mayor actividad catalitica que esto supone:

o0 Posicién 39. GIn: EIl Unico cambio descrito es por Lys. Este residuo, esta muy alejado
del sitio activo, por lo que la cadena lateral de estos aminoacidos no tiene contacto con el
B-lactamico. Se pensé por ello que la p-lactamasa TEM-2 no presentaria diferencias
cataliticas respecto a la TEM-1 ya que solo se diferencia de ella en este aminoacido. Sin
embargo se ha demostrado que la eficiencia catalitica de TEM-2 es superior a la de
TEM-1 (Blazquez et al., 1995), probablemente por la aparicion de un puente salino
adicional cuando el aminoéacido es Lys que influye en el plegamiento de la enzima y

mejora su actividad.

Posicién 104. Glu: El Unico cambio descrito es por Lys. Este aminoacido contribuye a la
estabilidad del “loop” Serl30AspAsnl32. La larga cadena lateral de la lisina cargada
positivamente puede interaccionar con el grupo carboxilo de la ceftazidima o el
aztreonam lo que hace que la capacidad catalitica para estos antibidticos sea mayor

cuando es la lisina la que ocupa esta posicion.
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o Posicion 164. Arg: Este aminoacido se encuentra en el “loop” omega y forma un puente
salino muy conservado con el Asp 179 que da rigidez a esta estructura, manteniendo la
configuracion estructural del sito activo. Las modificaciones en este punto desestabilizan
el puente salino y la menor atraccién electrostatica debilita el “loop” lo que supone una
flexibilizacion del mismo y un mayor espacio que da cabida a los sustituyentes mas

voluminosos de los nuevos p—lactamicos.

o Posicién 238. Gly: Ubicado en la parte interna de la ldmina g3; El cambio por serina (que
es el unico descrito), con una cadena lateral mas larga que la glicina hace que la parte
inferior del sitio activo se expanda permitiendo una mayor interaccion con las nuevas

cefalosporinas.

0 Posicién 240. Glu: Situado al final de la lamina B3, y muy expuesto para interaccionar
con los sustituyentes de los antibidticos. La sustitucion por Lys, cambia la carga
electrostatica (Glu esta cargado negativamente) aumentando la afinidad por los grupos
carboxilo de los oxiimino-B-lactamicos e hidrolizando eficazmente a ceftazidima o

aztreonam.

o Posicién 265. Thr: Dada su lejania del centro activo su mutacion no produce cambios
muy significativos en la actividad catalitica de la enzima. Aunque se habia postulado que
la mutacion en este residuo es una sustitucion funcionalmente silente, Blazquez et al.,

(1993), han observado un aumento leve de resistencia a algunas cefalosporinas.

Las enterobacterias son las principales productoras de estas enzimas y uno de los
microorganismos que con mas frecuencia produce BLEE es E. coli, siendo la mayoria de las
muestras donde se aislan estas cepas, orinas de pacientes extrahospitalarios (Navarro et al.,
2002). Un estudio multicéntrico realizado en 40 hospitales de nuestro pais para la deteccion de
BLEE en E. coli y K. pneumoniae encuentra que el 92,5% de los hospitales participantes remitié
cepas productoras de BLEE. En mas del 50% de los casos, los microorganismos productores

de estas enzimas se aislaron en pacientes ambulatorios (Hernandez et al., 2002).

Las BLEE predominantes en Europa han sido las de tipo SHV, si bien en la actualidad
comienzan a ser frecuentes nuevas variantes de tipo CTX-M. De hecho en nuestro pais ha
habido un cambio drastico en los Ultimos afios, siendo las de tipo CTX-M las BLEE que

predominan (Coque et al., 2002; Mirelis et al., 2002).
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La mayoria de estas f—lactamasas se han localizado en plasmidos conjugativos lo que
predice el modo de adquisicién de las mismas a partir de otras bacterias resistentes. Estudios
realizados in vitro han probado como la flora normal del intestino y mas concretamente E. coli,
puede actuar como reservorio de genes de resistencia y actuar como un factor de diseminacién
de genes entre los distintos patdgenos intestinales como Salmonella (Balis et al., 1996). Otros
genes codificantes de p-lactamasas se han localizado formando parte de cassettes de
integrones situados tanto en DNA plasmidico como en DNA cromosoémico; es el caso de PSE,
IMP-1, OXA, (Barnaud et al., 1998) y més recientemente CTX-M-9 en el integron In60 (Sabaté
et al., 2002). La tabla 1.5. recoge algunas de las BLEE descritas en los distintos serotipos de

Salmonella.

Tabla 1.5: Algunas de las BLEE descritas en los distintos serotipos de Salmonella. I

B-LACTAMASA SEROTIPO REFERENCIA BIBLIOGRAFICA
TEM-3 (CTX-1) Panama Cabie et al., 1989
TEM-25 (CTX-2) Mbandaka Poupart et al., 1991
SHV-2 Typhimurium Ben Redjeb et al., 1998
SHV-2 Typhimurium Baraniak et al., 2002
CTX-6 Typhimurium Gazouli et al., 1998
DHA-1 Enteritidis Verdet et al., 2000
CTX-M-5 Typhimurium Bradford et al., 1998
TEM-27 Othmarschen Morosini et al.,1995
TEM-35 Typhimurium Morosini et al.,1995
CMY-2 Typhimurium Koeck et al., 1997
CTX-M-3 Typhimurium Bradford et al., 1997

Una mencién especial merecen las p-lactamasas de clase C (AmpC). Estas enzimas
codificadas en el cromosoma de muchas bacterias gram-negativas y de la mayor parte de las
enterobacterias, poseen la capacidad de hidrolizar cefalosporinas de tercera generacion y son
naturalmente resistentes a la inhibicion por los inhibidores clasicos. Ademas, la produccion de
la mayoria de estas enzimas es inducible indirectamente por la accion de los p-lactamicos, e

incluso por los inhibidores de B-lactamasas.
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La aparicibn de bacterias productoras de BLEE, tiene importantes repercusiones
clinicas y terapéuticas: la mayoria de los aislamientos tiene codificada esta resistencia en
plasmidos que pueden ser transmitidos a otros microorganismos. El aislamiento de cepas
productoras de BLEE limita considerablemente las opciones terapéuticas teniendo que recurrir

en muchas ocasiones a antibiéticos mas caros.

9. EMERGENCIA DE CEPAS MULTIRRESISTENTES A LOS ANTIBIOTICOS (MDR)

9.1. S. typhimurium DT104

S. typhimurium DT104 es un importante patdgeno humano y animal. En 1984 se aislo
en el Reino Unido la primera cepa perteneciente a este fagotipo multirresistente, procedente de
aves salvajes (Threlfall, 1993). A finales de los afios 80 se encontraron en otros animales
pertenecientes al ganado ovino y porcino, y a principio de 1990 se detecto el primer aislado de
origen humano. A partir de ese momento comenzaron a aumentar el numero de casos en
humanos llegando la epidemia a alcanzar su mayor indice de casos en el afio 1996, momento

en el que comienzan a disminuir progresivamente como se puede observar en la figura 1.9.
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1000 — 11

0 o0 1 o
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desde 1990 hasta en afio 2000.

Figura 9: Casos confirmados de salmonelosis por S .tyhpimurium DT 104 en el Reino Unido |

Este hecho se repitié en numerosos paises. En 1994 comienzan a aislarse las primeras
cepas en Israel y en 1996 més de la mitad de las cepas aisladas en este pais corresponden al
fagotipo DT 104 (Metzer et al., 1998). En 1996, se encontraron en Holanda diversas piaras de
cerdos en las que se pudo aislar S. typhimurium DT 104 (Sandvang, 1997). En poco tiempo,
se encontraron aislados de este fagotipo en otros paises europeos como Espafa, Alemania,
Holanda y Francia, (Poirel et al., 1999, Almuth et al., 1997; Rodriguez et al, 1990; Besser et
al., 1997); en la Republica Checa se detectd el primer caso en animales en 1994; los dos

primeros casos en humanos en el verano de 1996 y en 1997 el 44% de los aislamientos
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humanos de Salmonella typhimurium correspondieron al fagotipo DT 104 (Karpiskova et al.,
1999). En Noruega se aisl6 por primera vez en un viajero en 1990 y el primer aislamiento en un
enfermo que supuestamente adquirié la infeccion en Noruega se registro en 1994. Dos afios
después el 30% de los aislamientos de S. typhimurium era DT 104 multirresistente (Alvseike et
al., 2002).

Estudios epidemioldgicos realizados a las cepas aisladas en los distintos paises sugieren que

se trata del mismo clon procedente del Reino Unido.

En la r4pida diseminacién de este clon han influido mucho factores, algunos propios del
microorganismo, como se comentard posteriormente y otros de naturaleza externa. La
seleccién de este clon multirresistente por el abuso de antimicrobioanos puede ser uno de
ellos.

Aunque el ganado es el principal reservorio de S. typhimurium en paises
industrializados es un error asumir que la diseminacion del clon puede ser facilitado Gnicamente
por los animales. También el hombre es un importante reservorio (Gracey et al., 1980) y la
diseminacion de cepas multirresistentes a través del trafico humano esta bien documentada y
es la forma méas probable de transporte internacional de cepas multirresistentes (CDC, 1982).
Ademas del hombre y los animales otros vehiculos han participado en la diseminacion de la
epidemia, entre ellos, la leche no pasterizada, los quesos producidos a partir de ella, la carne
mal cocinada o las verduras mal lavadas. Son varios los autores que publican evidencias sobre

la transmision de esta cepa por la cadena alimentaria (Poppe et al., 1998).

El aislamiento de este fagotipo constituye un problema de salud publica de gran alcance

por los motivos que se comentan a continuacion:

» Hay estudios que mencionan la mayor agresividad de este fagotipo frente al resto; Wall et
al., (1994) encontraron que el 36% de los pacientes afectados por cepas de Salmonella
DT 104 multirresistente, necesitaron ingreso hospitalario y la mortalidad fue del 3%. Villar et
al., (1999) observaron en un brote que tuvo lugar en EEUU la alta incidencia (72%) de
diarrea sanguinolenta en los pacientes afectados por este fagotipo. No obstante no hay
evidencias de que la cepa sea mas invasiva y el riesgo de producir bacteriemia no es mayor

gue en el resto de los fagotipos.

» Otra caracteristica de esta cepa es su mayor resistencia al 4cido gastrico, al calentamiento
y a las bajas temperaturas pudiendo crecer a 7 °C. Es capaz de sobrevivir durante periodos
prolongados en superficies de cocinas, fabricas y granjas permaneciendo viable, lo que ha

contribuido considerablemente a su gran diseminacion.
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» El tratamiento de las infecciones por estas cepas es mas complejo y costoso. El patrén de
resistencias de este fagotipo es dinamico; aunque lo mas frecuente es que presente un
patrén de resistencia a cinco antibidticos (ampicilina, cloranfenicol, tetraciclina,
sulfonamidas y estreptomicina) se han descrito cepas resistentes a hasta nueve
antibidticos entre los que se encuentran los aminoglucésidos, el cotrimoxazol y las

guinolonas.

» Otro motivo es la presencia de los genes que codifican la resistencia a los antibi6ticos en
estas cepas en DNA cromosémico (aunque también se han descrito en algunas ocasiones
en DNA plasmidico), ya que este hecho asegura la continuidad de la resistencia de
generacién en generacion y al contrario de lo que ocurre con los genes situados en DNA
plasmidico, la desaparicién de presién antibidtica no favorece la pérdida de los mismos.
El hallazgo en el DNA cromosémico de estas cepas de integrones con facilidad para
incorporar una gran variedad de “cassettes” de resistencia no hace sino facilitar la
adquisicion de nuevos genes de resistencia. La presencia de estos integrones en serotipos
distintos a S. typhimurium es mucho menos frecuente, aunque también se ha descrito

(Natasi y Mammina, 2001)

9.2. Salmonella typhimurium U302

En Agosto de 1997 el Centro Nacional de Microbiologia de Majadahonda, detect6 la
emergencia de una cepa de Salmonella multirrresistente a los antibiéticos (Echeita et at., 1999).
Segun el esquema de Anderson et al., (1997) fue clasificada como perteneciente al fagotipo
U302. Su estructura antigénica era caracteristica (4,5,12:i:-) y su perfil de resistencias incluia
los siguientes antibidticos: ampicilina, cloranfenicol, gentamicina, estreptomicina, sulfamidas,
cotrimoxazol y tetraciclinas. La fuente del brote se asocié con el consumo de carne de cerdo
contaminada. La incidencia de este microorganismo aumentd rapidamente pasando a ser el
cuarto serotipo mas frecuentemente aislado en Espafia en 1998 con una incidencia anual del
4,3% (Guerra et al., 2000). Este fagotipo se ha aislado con posterioridad en otros paises con un
fenotipo similar al descrito anteriormente aunque de forma esporadica (Briggs y Fratamico,
1999).
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9.3. OTROS FAGOTIPOS DE S. tyhpimurium
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Figura 10: Evolucion de los fagotipos de S. typhimurium durante los anfios 1995-2000. Datos
recogidos del Boletin Epidemiolégico Semanal publicado por el Centro Nacional de Epidemiologia
del Instituto de Salud Carlos I11. NT: No tipable; PNR : Patrén No Reconocido.

Aungue S. tyhpimurium se puede subdividir en unos 40 fagotipos diferentes se muestran
en este grafico los mas frecuentes (104, 104b, 193, 120, U302) y algunos que a pesar de su
baja frecuencia (203, 208) merecen ser mencionados ya que a ellos pertenecen algunas de las

cepas en este trabajo.

Como se puede observar en el anterior grafico el serotipo 104 tuvo su maxima
importancia en el afio 1998 y desde entonces esta descendiendo al igual que ocurre con el
resto de los paises Europeos. Pero quizds lo més llamativo es el claro aumento que esta
experimentando el fagotipo U302, sustituyendo a otros serotipos hasta entonces mas
frecuentes como el 120 o el 193. Gran parte de este aumento puede ser debido a la inclusion
de dos nuevos fagos (10 y 18) al juego de fagos utilizado habitualmente para la fagotipificacion
de las cepas ya que un 4,6% de las cepas fagotipo U302 son lisadas Unicamente por el fago 10
adicional y sin él, quedaban sin fagotipar; de hecho observamos también desde esta fecha una

disminucion de las cepas no tipables ( Boletin Epidemiolégico Semanal, 1999).
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Objetivos

Considerando los problemas que plantea la creciente resistencia a antibiéticos y la
emergencia de nuevos fenotipos multirresistentes en Salmonella, nos planteamos

en este trabajo los siguientes objetivos:

e Estudiar la evoluciéon de la resistencia a antibiéticos en los aislamientos de
Salmonella obtenidos de las muestras recibidas por el Servicio de Microbiologia

de la Ciudad Sanitaria “La Paz” durante los ultimos 11 afios.
o Estudiar la transmisibilidad de los genes implicados en la resistencia a
antibiéticos de Salmonella, determinando su localizacién cromosémica o

plasmidica.

e Investigar las causas de la disminucién de sensibilidad a la asociacion

amoxicilina/clavulanico en Salmonella.

e Caracterizar genéticamente las bases de los fenotipos mas comunes de

resistencia a antibioticos.

e Analizar los marcadores epidemioldgicos que permitan establecer relaciones

entre las cepas estudiadas de Salmonella.
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1. ESTUDIO DE LA EVOLUCION DE LAS RESISTENCIAS EN LA ULTIMA DECADA

Se estudiaron los datos correspondientes a las muestras recogidas desde el 1 de Enero
de 1991 hasta el 31 Diciembre del ano 2001 en las que se aislé alguna especie del género

Salmonella. El total de muestras incluidas en el estudio fue de 3230.

Las muestras fueron recibidas en el Servicio de Microbiologia de la Ciudad Sanitaria “La
Paz” procedentes de sus cuatro hospitales: H. infantil (274 camas), H. Maternal (194 camas), H.
General (620 camas) y Traumatologia (234 camas) asi como de los servicios de Urgencias y
consultas externas.
1.1. PACIENTE:

1.1.1. EDADES

La distribucién de los aislamientos por edades aparece reflejada en el siguiente diagrama

de sectores, en el que se puede observar un claro predominio de aislamientos de Salmonella en
nifos (Figura R.1.1.).
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19%
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Figura R.1.1: Distribucién de aislamientos por edades.
Neo/Lac: edades comprendidas entre 0-1 afio;
nifios: 1-10; adolescentes: 11-18; adultos: >19afios.

1.1.2. SEXO:

El 48% de los pacientes fueron varones y el 52% restante mujeres.
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1.1.3. DISTRIBUCION POR SERVICIOS:

Como se puede observar en la figura R.1.2. la mayoria de las muestras son de origen

extrahospitalario siendo el mayoritario el servicio de Urgencias seguido de las Consultas

externas. Un 15% de las muestras proceden de diversos servicios distribuidos por el hospital com

indica la figura 1.3.
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Figura R.1.3: Distribucion del 15% de las muestras de origen intrahospitalario. I
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1.2. MUESTRA:

e EI93.5% de las muestras en las que se aisl6 Salmonella spp. fueron heces.
e Otras localizaciones mucho menos frecuentes aparecen reflejadas en la siguiente tabla asi

como los serogrupos aislados en cada localizacién (Tabla R.1.1.).

Tabla R 1: Serogrupos aislados en los distintos tipos de muestras. I
Serogrupo | Total | Sangre |Orina| L.articular | Bilis | Absceso | Otros | Total
D9 2034 84 8 1 3 5 1 102
B4 907 49 2 4 2 3 4 64
C2-8 85 2 1 0 0 0 0 3
C1-7 204 2 0 2 1 1 0 6
3230 137 11 7 6 9 5 175

e La localizacion extraintestinal mas frecuente fue la sangre suponiendo un 4,3% del total de

los aislamientos y un 78% de las localizaciones extraintestinales.

e EI5,4% de las cepas pertenecientes al serogrupo B 4, se aislaron en sangre. El porcentaje de
cepas pertenecientes al serogrupo D 9 productoras de bacteriemia fue algo menor 4.1%.

e Se revisaron las historias clinicas de los pacientes en los que se aislé Salmonella en sangre

buscando los factores predisponentes para el desarrollo de la bacteriemia. Los datos mas

significativos aparecen reflejados en el siguiente diagrama de sectores (Figura R.1.4.)

aVviH
@< 1ANO

[ Cirugia abdominal
[ Alteraciones hematoldgicas
[ Alteracion renal

23% [LES

Figura R.1.4: Porcentaje de aislados en sangre en distintos grupos de pacientes. I
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1.3. AISLADOS:

1.3.1. SEROGRUPOS
El serogrupo aislado con mayor frecuencia en esta década es el D 9 seguido por el B 4y

con mucha menos frecuencia los serogrupos C1-7 y C2-8 (Figura R.1.5.).
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B 4 C2-8 C1-7 D9

Figura R.1.5: Numero total de serogrupos aislados durante la Gltima década. I

Si observamos la distribucion de serogrupos en los 11 afos del estudio observamos que
en el ano 1996 el serogrupo mas frecuentemente aislado fue el B 4 (Figura R.1.6.).El resto de los
anos predomina, de forma creciente, el serogrupo D 9 llegando a suponer el 74% de los

aislamientos del afio 2001.

80,
70-
60, B4t
50, f

mDo
40,
30. C17
20,

mC28
104

0 T T T T T T T T T

1991 1992 1993 1994 1995 1996 1997 1998 1999 2000 2001

Figura R.1.6: Evolucion de los serogrupos aislados desde1991 hasta el afio 2001. I
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1.3.2. ANTIBIOTICOS:

A continuacion se evalla el porcentaje de cepas resistentes a los distintos antibidticos,
aisladas cada afio, desde 1991 al afio 2001. Se analizan por separado los cuatro serogrupos: B 4
D9, C1-7yC2-8.

o AMPICILINA: El serogrupo mas resistente a este antibidtico fue el B 4 (Figura R.1.7.). La
resistencia a ampicilina muestra un ligero aumento en los ultimos afios para este serogrupo y
para el serogrupo C2-8. En el resto de los serogrupos no se observé este gradual aumento

en el porcentaje de cepas resistentes.
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Figura R.1.7: Evolucion de la resistencia de los distintos serogrupos a ampicilina. I

e CEFAZOLINA: El serogrupo mas resistente a este antibiético resulté ser el C2-8 muy por

encima del resto, llegando a un 37% en el afio 2000.

e CEFUROXIMA: La resistencia a cefuroxima no superd en ningun caso el 12% y fue mas

frecuente en el serogrupo B 4.
e CEFOTAXIMA: Unicamente en el tltimo afio se aislaron 3 cepas pertenecientes al serogrupo

C1-7 resistentes a este antibidtico. En el resto de los anos no se aislé ninguna cepa

resistente.
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AMOXICILINA / CLAVULANICO: El serogrupo mas resistente a esta combinacién de f-
lactamico / inhibidor de p—lactamasas fue el B 4 muy por encima de los otros serogrupos. La
resistencia oscilé entre un 25% y un 45% de forma aleatoria sin mostrar una clara tendencia

ascendente.

COTRIMOXAZOL.: Los serogrupos mas resistentes a este antibiotico fueron el B 4 y el C 2-8,
oscilando el porcentaje de cepas resistentes entre un 10 y un 30 % en los distintos anos de

manera aleatoria.

GENTAMICINA: La resistencia a gentamicina no supero en ningun caso el 9%, observandose
un ligero aumento en el serogrupo B 4 en los ultimos 3 anos llegando al 9,5% en el afo 2000.

El resto de los serogrupos fueron mayoritariamente sensibles a este antibiotico (>95%).

ACIDO NALIDIXICO: El serogrupo mas resistente a esta quinolona de primera generacién
resulté ser el C2-8 (Figura R.1.9.). Se observé una tendencia gradual de todos los

serogrupos a aumentar la resistencia en los ultimos afios.
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Figura R.1.8: Evolucion de la resistencia de los distintos serogrupos al &cido nalidixico. I

CIPROFLOXACINO: Se observé una cepa resistente a ciprofloxacino en el afo 1996
perteneciente al serogrupo B 4 y dos en el afo 1997, pertenecientes al serogrupo C2-8 . Se
estudiéo con mas detalle la evolucion las CMIs a ciprofloxacino de los distintos serogrupos

durante los ultimos siete afos.
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» SEROGRUPO B 4

En el afo 1995 el 98% de los aislados tenian una CMI<= 0,12 pug/ml (Figura R.1.9.).Este dato
aumenta considerablemente en el afio 1996 en el que el 88% de los aislados elevan su CMI a
1ug/ml; en anos posteriores se recupera la sensibilidad de 1995 pero en el ultimo afo

comienzan a aparecer de nuevo algunas cepas con CMI 1ug/ml (10%)

01995 Figura R.1.9:

m1996 Evolucion de la CMI a
m=1997 ciprofloxacino para el
1998 serogrupo B 4.

01999

@2000

02001

» SEROGRUPOD 9

Nuevamente es el afio 1996 en el que mas cepas (88%) muestran mayores valores de CMI
(Tug/ml); en los afos siguientes estos valores descienden y es a partir de 1998 cuando

observamos un lento y progresivo aumento de cepas con CMIs de 1ug/ml (Figura R.1.10.).
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» SEROGRUPO C2-8

El afio de mayor numero de cepas con CMI de 1ug/ml es de nuevo el afio 1996. En 1997 la resistencia
desciende y desde ese afo, aumenta el porcentaje de aislados con CMI de 1 ug/ml de forma

progresiva: 28.6, 33, 54, 66.7% (Figura R.1.11.) y finalmente en el afio 2001 el 72% de las cepas
tienen una CMI de 1ug/ml.
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» SEROGRUPO C1-7

Como se observa en la figura R.1.12., este serogrupo también presenta su mayor CMI en el
afo 1996 descendiendo hasta alcanzar los valores de 1995 en el afio 2000, en el que la

mayoria de los aislados tienen una CMI a ciprofloxacino de 0,12 pg/ml; en el ultimo afo ha

habido de nuevo un porcentaje significativo (29%) de cepas con CMI 1ug/ml.
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2. RESULTADOS DEL ESTUDIO GENETICO

Debido a que el objetivo de esta tesis esta centrado en el busqueda vy tipificacion de las
B—lactamasas presentes en las cepas del estudio, y a que segun lo mencionado anteriormente el
sergrupo con mayor resistencia a ampicilina es el serogrupo B 4, seleccionamos 33 cepas
resistentes a ampicilina pertenecientes a este serogrupo para realizar un estudio molecular

detallado de las mismas.

ESTUDIO DE LA TRANSMISIBILIDAD DE LOS GENES DE RESISTENCIA PRESENTES EN
LOS AISLAMIENTOS DE Salmonella.
2.1. CONJUGACION:

Para detectar si los genes de resistencia presentes en las cepas de Salmonella se
encontraban en plasmidos conjugativos, se realizé una conjugacion de las cepas seleccionadas
utilizando como receptor E.coli o DH5. Se analizé posteriormente el fenotipo de los
transconjugantes obtenidos para verificar si la cepa receptora habia adquirido los genes de
resistencia presentes en las cepas de Salmonella originales (Tabla R.2.1.). El estudio de la
sensibilidad a los antibidticos se realizé por el sistema Wider® por duplicado para confirmar los

resultados .

La tabla R.2.1. compara la sensibilidad de las cepas de Salmonella y los transconjugantes
obtenidos. Como se puede observar en la misma, la resistencia a ampicilina fue transmisible en
todos los casos. Esto no ocurre con ninguno de los otros antibiéticos exceptuando una cepa
(5651) en la que también fue transmisible la resistencia a cotrimoxazol. Posteriormente se realizé
la extraccion de DNA plasmidico de las cepas de Salmonella y sus respectivos transconjugantes

y se compararon sus perfiles electroforéticos (Figura R.2.1.).

Figura R.2.1: DNA plasmidico de las
cepas de Salmonella 'y sus
correspondientes transconjugantes

Carril 1: S.typhimurium 0481
Carril 3: S.typhimurium 0901
Carril 5: S.typhimurium 0318
Carril 7: S.typhimurium 5651
Carril 9: S.typhimurium 3828
Carril 11: S.typhimurium 3344
Carril 13: S.typhimurium 5905
Carriles 2, 4, 6, 8, 10, 12,14:
Correspondientes transconjugantes

1 2 3 45 6 7 8 9101112 13 14
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Tabla R.2.1: Compara los fenotipos de las cepas de Salmonella originales y los transconjugantes
obtenidos tras la conjugacion con E.coli aDH5. Son resultados obtenidos por el Sistema Wider®.

CEPA Ap A/C Cz Cx Ge Na Ni Sxt Tc Cm

Ecoli aDH5 <4 S <4/2S <2S <18 <2S >16R <64S <2/38S <1S 4S
S.typhimurium 0136]|>16 R 8/4 S 48 48 <28 <48 <64S <2/38S >16R 4S8
E. coli «a DH5 0136]>16 R 4/2S <28 2S <2S >16R <648 <2/388S 2S 28
S.typhimurium 0212]>16 R 16/8 | 8S 48 <2S <48 >64R <2/38S >16R >8R
E. coli «a DH5 0212]>16 R 4/2 S 48 28 <2S >16R <648 <2/388S 2S 48
S.typhimurium 0318]>16 R 16/81 <28 28 <28 <48 <64S >4/T6R >16 R >8R
E. coli « DH5 0318]|>16 R 4/2S <28 2S <2S >16R <64 S 2/38 S 2S 48
S.typhimurium 0481]>16 R >32/16 R 48 81 <2S <48 >64R <2/38S >16R >8R
E. coli « DH5 0481]|>16 R 8/4 S 48 48 <2S >16R <64S <2/388S 2S 88
S.typhimurium 0558|>16 R >32/16 R 161 >16 R <2S <48 >64R <2/38S >16R >8R
E. coli « DH5 0558]|>16 R 16/8 | 16 | 48 <2S >16R <64S <2/388S 2SS 88
S.typhimurium 0901 >16 R 16/81 <28 81 <28 <48 >64R >4/T6R >16 R >8R
E. coli « DH5 0901]|>16 R 8/4 S 48 48 <2S >16R <64 S 2/38 S 4S 8S
S.typhimurium 1837 >16 R 8/4 S 8S 48 <2S <48 <64S <2/388S 2S 458
E. coli «a DH5 1837|>16 R 8/4 S 48 2S <2S >16R <64S <2/388S 2S 458
S.typhimurium 1838 >16 R 4/2 S 8S 48 <28 <48 <64S <2/38S <1S 4S8
E. coli « DH5 1838]|>16 R 4/2S 48 48 <2S >16R <64S <2/388S 2S 458
S.typhimurium 1915]>16 R 8/4 S 8S 48 <28 <48 <64S <2/38S <1S 4S8
E. coli «a DH5 1915|>16 R 8/4 S 28 28 <2S >16R <64S <2/38S <1S 458
S.typhimurium 2297 >16 R 8/4S <28 48 <28 <48 <64S <2/38S >16R >8R
E. coli «a DH5 2297]|>16 R 8/4S <28 2S <2S >16R <648 <2/388S 2S 48
S.typhimurium 2600]| >16 R 16/81 <28 48 <28 <48 <64S <2/38S >16R >8R
E. coli « DH5 2600]|>16 R 84S <28 48 <2S >16R <648 <2/388S 2S 88
S.typhimurium 3344]|>16 R 4/28 <28 48 <28 <48 <64S <2/38S >16R 4S8
E. coli «a DH5 3344|>16 R 4/2S <28 2S <2S >16R <648 <2/388S 2S 48
S.typhimurium 3525]|>16 R 4/2S8 <28 48 <2S <48 <64S <2/388S 2S 458
E. coli «a DH5 3525]|>16 R 4/2S <28 2S <2S >16R <64S <2/388S 2S 458
S.typhimurium 3688]|>16 R 16/8 | 48 48 <28 <48 <64S <2/38S >16R >8R
E. coli « DH5 3688|>16 R 8/4S <28 48 <2S >16R <648 <2/388S 2S 48
S.typhimurium 3828 >16 R 8/4 S 4S8 48 <2S <4S <64S <2/38S 2S 88
E. coli « DH5 3828]|>16 R 8/4 S 48 48 <2S >16R <64S <2/388 2S 48
S.typhimurium 4020 >16 R 16/81 <28 48 <2S <48 <64S >4/T6 R >16 R >8R
E. coli «a DH5 4020]|>16 R 4/2S <28 2S <2S >16R <64 S 2/38 S 2S 48
S.typhimurium 4965(>16 R 84S <28 48 <2S <48 <64S <2/38S >16R >8R
E. coli «a DH5 4965]|>16 R 8/4S <28 48 <2S >16R <64S <2/388S 2S 48
S.typhimurium 5345 >16 R 16/81 <28 2S <2S <48 <64S >4/T6 R >16 R >8R
E. coli «a DH5 5345 >16 R 4/2S <28 28 <2S >16R <64 S 2/38 S 2S 88
S.typhimurium 5651 >16 R <4/28 <28 81 >8R <4S >64R >4/76 R >16 R >8R
E. coli «a DH5 5651 >16 R 4/28 28 28 <2S >16R <64S >4/76R 2S 88
S.typhimurium 5905 >16 R 16/81 <28 48 <2S <48 <64S <2/38S >16 R >8R
E. coli «a DH5 5905]|>16 R 4/2S <28 48 <2S >16R <64S <2/388 2S 48

R: resistente; I: intermedio; S: sensible segun los puntos de corte de la NCCLS.
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La conjugacion se realizé en 20 de las 33 cepas del estudio; en 8 casos la conjugacion
no tuvo éxito y en otros 5 no se pudo realizar por presentar resistencia al acido nalidixico la

cepas de Salmonella. El antibiograma estas 13 cepas aparece en la tabla R.2.2.

Tabla R.2.2: Antibiograma de las cepas de Salmonella en las que no se produjo la conjugacién. I

CEPA Ap A/C Cz Cx Ge Na Ni Tp Tc | Cm
. typhimurium 0113 >16 R 8/4S| <2S8| 45| <28] <4S| <64S| <2/38S[>16R|>8R

. typhimurium 0388 >16 R 8/4S| <28| 4S| <2S| <4S| <64S| <2/38S[<16S| 4S

. typhimurium 0929 >16 R 8/4S| <2S8| 45| <28] <4S| <64S 4/76 R| >16 R| >8 R

. typhimurium 1144 >16 R 16/81f <28] 48] <28] <4S| <64S| <2/38S[>16R|>8R

. typhimurium 2399 >16 R 16/81f <28] 48] <28] <4S| <64S 4/76 R| >16 R| >8 R

. typhimurium 3496 >16 R 16/81f <28] 48] <28] <4S| <64S| <2/38S[>16R|>8R

. typhimurium 3727 >16 R 4/2S| <2S| 4S| <2S| <4S| <64S| <2/38S|>16R| 4S

. typhimurium 5636| >16 R 16/81] <28 48| <28| <4S| <64S| <2/38S|>16R| 4S
. typhimurium 0511] >16 R 16/81f <28] 48| <28| >16R| <64 S| <2/38S[>16R[ 4S

. typhimurium 0716] >16 R| >32/16 R 28] 4S| >8R] >16R| >64R| >4/76 R[>16 R| >8 R

. typhimurium 1166 >16 R 4/28] <2S8| 2S| <2S5] >16R| <64S| <2/38S|[>16R| 4S

. typhimurium 3136] >16 R 16/81f <28] 48] <28]| >16R| >64R| <2/38 S[>16 R| >8R

[ LR (2R (2R 12 N2 K2 (2R (2R (2R (2R (2R (%]

. typhimurium 5055 >16 R 16/81] <2S| 48| <2S| >16R| <64 S| <2/38S|>16R| 4 S

R: resistente; |: intermedio; S: sensible segun los puntos de corte de la NCCLS.

2.2. BUSQUEDA DE B-LACTAMASAS TIPO TEM

Segun se comenta en la introduccion, el mecanismo de resistencia que con mas
frecuencia justifica un fenotipo similar al observado en nuestras cepas es la produccién de
f-lactamasas y mas concretamente las de tipo TEM. Para verificar si esto ocurre en nuestras
cepas, y detectar la presencia del gen que codifica esta enzima, se realizdé una amplificacion del
mismo, utilizando los cebadores TEM-1 y TEM-2 cuya secuencia aparece detallada en la tabla
M.3. El resultado de la amplificacion fue positivo en todas la cepas de Salmonella (Fig
R.2.2.)

La transmisibilidad de la resistencia a ampicilina observada en la tabla R.2.1. anterior
sugiere la presencia del gen blategy en un plasmido conjugativo, responsable del fenotipo
observado en los transconjugantes, por lo que se realizé también la amplificacion de éste, en las
cepas de E. coli transconjugantes. El resultado de la amplificacién también fue positivo en

los transconjugantes (Fig R.2.2).1
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Figura R.2.2: PCR del gen bla 1gm de la cepas de Salmonella y
los correspondientes transconjugantes. Carriles 1y 14: Marcadores de
pesos moleculares. Carriles 2, 4, 6, 8, 10, 12: S. typhimurium 0212, 0418,
0901, 1838, 1915, 2600; Carriles 3, 5, 7, 9, 11, 13: Transconjugantes

correspondientes.

Para verificar la localizacion plasmidica del gen blargy, se transfirié el DNA plasmidico de

las todas las cepas de Salmonella y sus respectivos transconjugantes del gel a una membrana

de nylon por el método Southern (2.6.1 material y métodos) y posteriormente se realizé una

hibridacién con sonda especifica para TEM segun se detalla en el apartado 2.6.3. de material y

métodos.

El resultado de dicha hibridacion confirma la presencia del gen blargy en un plasmido

conjugativo ya que se detecta su presencia tanto en las cepas de Salmonella como en las

resultantes de la conjugacion como se ilustra en las figuras R.2.3. y R.2.4.
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0136 0318 0901 3828 3525

Figura R.2.3. Extraccion de DNA
plasmidico. Carriles 1, 3, 5, 7, 9
cepas de Salmonella. Carriles 2, 4,
6, 8, 10 cepas de correspondientes
transconjugantes.

Figura R.2.4: Hibridacion del DNA
plasmidico con la sonda TEM. Carriles
1, 3,5 7y 9 cepas de Salmonella.
Carriles 2, 4, 6, 8 y 10 correspondientes
transconjugantes.
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Tanto los estudios de amplificacion como los de hibridacién confirman la presencia del

gen que codifica p-lactamasas tipo TEM en un pldsmido conjugativo.

Este tipo de PB-lactamasas, es inhibida por el acido clavulanico, y sin embargo nuestras
cepas muestran una sensibilidad disminuida a la combinacién amoxicilina / clavulanico. Una de
las causas que puede justificar este hecho es la presencia de mutaciones en la B-lactamasa
original, dando lugar a las llamadas IRT (Inhibitor Resistant TEM), resistentes a la accion de los
inhibidores, como se menciona detalladamente en el apartado 8.3. de la introduccién. Para definir
que tipo de enzima es la codificada por el gen presente en nuestras cepas se procedié a la
secuenciacion del producto de PCR obtenido de la amplificacion realizada con los cebadores
TEM-1 y TEM-2 (Tabla M.3.) de una cepa escogida entre las que presentaban resistencia a la
combinacion amoxicilina / clavulanico (0481). Se repitio la secuencia en distintas ocasiones para
resolver ambigliedades y se disefiaron cebadores internos que permitieran una mayor exactitud
en la secuencia del gen. Esta secuencia con los cebadores internos se hizo partiendo del DNA
plasmidico y no del producto de PCR para una mejor secuenciacion de los extremos del gen

como se indica en la figura M.2.

La secuencia obtenida muestra una similitud del 100% con la B-lactamasa TEM-1 de
E.coli segun los resultados del BLAST (numero de acceso P00810); se ha prestado especial
atenciéon a los aminoacidos mutados en las IRT y que aparecen subrayados en rojo en la

secuencia que ilustra la figura R.2.5.

MSIQHFRVALIPFFAAFCLPVFAHPETLVKVKDAEDQLGARVGYIELDLNSGKILESFRPEERFPMM
STFKVLLCGAVLSRVDAGQEQLGRRIHYSQNDLVEYSPVTEKHLTDGMTVRELCSAAITMSDNTAA
NLLLTTIGGPKELTAFLHNMGDHVTRLDRWEPELNEAIPNDERDTTMPAAMATTLRKLLTGELLTLA
SRQQLIDWMEADKVAGPLLRSALPAGWFIADKSGAGERGSRGIIAALGPDGKPSRIVVIYTTGSQA

TMDERNRQIAEIGASLIKHW

Figura R.2.5. Secuencia de amino4cidos de la B—lactamasa. I

Algunos autores han descrito la presencia de genes de resistencia en el plasmido de
virulencia de S. typhimurium. Este pldsmido ha transportado genes de resistencia como el gen
blatem.1 entre distintos microorganismos gracias a su caracter conjugativo, segun sugiren, Llanes
et al., (1999).
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Ante la posibilidad de que el gen blatems en nuestras cepas se encontrara en este
plasmido, se realizé la amplificacién del gen spvC de las cepas de Salmonella y sus respectivos
transconjugantes utilizando los cebadores SPV-1 y SPV-2 (tabla M.3.). La amplificacion fue
positiva en todas las cepas de Salmonella y negativa en todos los transconjugantes estudiados
(figura R.2.6). Estos resultados excluyen la presencia del gen blarew.: en el plasmido de

virulencia.
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Figura R.2.6. Amplificacion del gen spvC de las cepas de
Salmonella y sus transconjugantes. Carril 1: Marcador de
pesos moleculares .Carriles 3, 5, 7, 9, 11, 13: S. typhimurium
0212, 0418, 0901, 1838, 1915, 2600. Carriles: 2, 4, 6, 8, 10,
12: transconjugantes correspondientes.

2.3. BUSQUEDA DE B-LACTAMASAS TIPO PSE

La presencia del gen blargm.1 por si solo, no justifica el fenotipo de resistencia observado
en nuestras cepas, ya que, como comentamos antes, codifica una B-lactamasa perteneciente al
grupo 2b que es inhibida por el acido clavulanico. Las cepas deberian presentar CMI < 4/2ug/ml
frente a este antibidtico y los valores de CMI de nuestras cepas para la asociacién amoxicilina /

clavulanico oscilan entre 8/4 y 32/16 pg/ml.

Descartada la presencia de IRT, buscamos en nuestras cepas la presencia de algun otro
tipo de B-lactamasa que pueda justificar ese fenotipo. En ocasiones se ha descrito un fenotipo
similar asociado a la presencia de mas de un tipo de enzima entre los que se incluye la enzima
PSE.

Para detectar la presencia del gen blapse.q se realiz6 una amplificacion utilizando los
cebadores PSE-1 y PSE-2 (Tabla M.3) de las cepas de Salmonella y sus respectivos
transconjugantes, para ver si la localizacion de este gen era también un plasmido conjugativo. El
resulltado de la PCR fue positivo en el 53% de las cepas de Salmonella (Figura R.3.1.) y en

ninguno de los transconjugantes se amplificé el gen blapsg.+.
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— 850 pb

Figura R.3.1. Reaccion en cadena de la
polimerasa para amplificacion de la f-
lactamasa PSE en las cepas de Salmonella.
Carril 1 y 8: Marcadores de pesos
moleculares. Carriles 2, 3,4, 5,6y 7: 2399,
2600, 2297, 4020, 4965 y 5345.

Para verificar estos resultados se hibridaron las membranas de DNA plasmidico de la
misma forma que antes, esta vez con la sonda PSE. Esta hibridacion fue negativa en todos los
casos. Se procedié por ello a la restriccion del DNA cromosémico de las cepas de Salmonella
con la enzima de restriccion EcoRV y posterior transferencia del mismo a la membrana, para su
hibridaciéon con la sonda PSE (2.6.1. material y métodos). Los resultados de este hibridacion
(Figura R.3.2.) confirman la presencia del gen blapse; en el DNA cromosémico lo que

justificaria la no transmisibilidad del mismo en los experimentos de conjugacion.

Control 0212 1915 0318 0481 0558 2600 4020
Positivo

Figura R.3.2. Hibridacion del DNA cromosémico cortado
con la enzima Eco RV de las cepas de Salmonella con la
sonda PSE.

63



Resultados

Descartados los plasmidos conjugativos como vehiculos del gen blapse.q, buscamos otros
elementos genéticos capaces de integrar estos genes de resistencia en el genoma bacteriano. El
papel de los integrones en la diseminacion de resistencias es de gran importancia y son muchas
las publicaciones que describen integrones que transportan distintos genes de resistencia entre
los que se encuentra el gen blapsg. 1 (Poirel et al., 1999; Verdet et al., 2000). Un buen ejemplo de
ello es la presencia de estos integrones portando genes de resistencia en el fagotipo DT 104 de

S. typhimurium lo que le confiere un fenotipo multirresistente caracteristico (ApCmSmSuTc).

2.4. DETECCION DE INTEGRONES

Para detectar la presencia de integrones en nuestras cepas, realizamos una PCR de las
mismas utilizando los cebadores 5°CS y 3'CS denominados |-1 e |-2 respectivamente (Tabla
M.3.) que corresponden a las regiones conservadas 5y 3" de los integrones de clase 1, los mas
frecuentes en aislados de muestras clinicas. Como productos de PCR observamos tres tipos de

perfiles:

» Agquellas cepas en las que se observan dos amplicones de 1000 pb (A) y 1200 pb (B)
respectivamente (Figura R.4.1.).

» Agquellas con un unico amplicon de mayor tamano unas 2000 pb aproximadamente (C)
(Figura R.4.2.).

» En una cepa se observo el amplicon de 2000 pb junto a otro amplicon (D) de menor tamafio
(200 pb aprox) (Figura R.4.3.).

2000ph +—

> 1200pb
> 1000pb -
pb <«

0212 0901 3136
0318 2600 4020

Figura R.4.1. I Figura R.4.2. I Figura R.4.3. I

Distintos perfiles observados como consecuencia de la amplificacion con los cebadores I-1 e I-2. I
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Observamos que la presencia de un tipo u otro de amplicon esta relacionada con el

fenotipo y la presencia o ausencia de PSE. Asi, las cepas con PCR positiva para PSE poseen

los amplicones Ay B, y todas las cepas que poseen el amplicon C, carecen del gen blapse.1

(Tabla R.3).

Tabla R.3. Relacion entre en fenotipo y la presencia de un tipo u otro de amplicon. También se
muestra el resultado de la PCR para detectar el gen blapse.; .

CEPA | PSE |AMPLICON FENOTIPO de

A BCD resistencias
0113 + + + - - ApCmSmSuTc
0318 + + + - - ApCmSmSuTcSxt
0481 + + + - - ApCmSmSuTcA/cNi
0558 + + + - - ApCmSmSuTcCxNi
0929 + + + - - ApCmSmSuTcSxt
1144 + + + - - ApCmSmSuTc
2297 + + + - - ApCmSmSuTc
2399 + + + - - ApCmSmSuTcSxt
2600 + + + - - ApCmSmSuTc
3496 + + + - - ApCmSmSuTc
3688 + + + - - ApCmSmSuTc
4020 + + + - - ApCmSmSuTcSxt
4965 + + + - - ApCmSmSuTc
5055 + + + - - ApCmSmSuTcNa
5345 + + + - - ApCmSmSuTc
5636 + + + - - ApCmSmSuTc
5905 + + + - - ApCmSmSuTc
5651 - - - - - ApCmSmSuTcGNiSxt
0212 - - -+ - ApCmSmSuTcNi
0511 - - -+ - ApSmSuTcNa
0716 - - - + + |ApCmSmSuTcA/cGNaNiToSxt
0901 - - -+ - ApCmSmSuTcNiSxt
3136 - - - + - |ApCmSmSuTcNiNa
0136 - - - - - |ApTc
0388 - - - - - ApNaTc
1166 - - - - - ApNaTc
1837 - - - - - |Ap
1838 - - - - - |Ap
1915 - - - - - |Ap
3344 - - - - - |ApTc
3525 - - - - - |Ap
3727 - - - - - ApTc
3828 - - - - - |Ap
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Ya que todas las cepas en las que se amplifica el gen blapsg.1 poseen dos tipos de

integrones, se realizé la hibridacion de una membrana, donde previamente se habian transferido

los dos amplicones obtenidos, con la sonda PSE para localizar el gen en uno de los amplicones.

<
e e ol S S S e

1200 pb
1000 pb

Figura R.4.4. Hibridacion de los
amplicones con la sonda PSE. Carriles
1,2, 3, 4,5, 6,7, 8, 9: 0113, 0318,
0481, 0558, 0929, 1144, 2399, 2600.

Figura R.4.5. Amplificacion de las cepas de
Salmonella utilizando los cebadores I-1 e I-2.
Carriles 1, 2,3,4,5,6,7,8,9: 0113, 0318,
0481, 0558, 0929, 1144, 2399, 2600.

El resultado de la hibridacion localiza el gen blapse.; en el amplicén de mayor tamafio

(1200 pb) denominado B como se puede observar en las figuras R.4.4. y R.4.5.

2.4.1. SECUENCIACION DE LOS AMPLICONES OBTENIDOS PARA LA CARACTERIZACION

DE LOS POSIBLES INTEGRONES

2.4.1.1. SECUENCIACION DEL AMPLICON A.

Debido a la proximidad de los dos amplicones (A y B) en el gel por su similar tamano, se

procedié a la electroforesis en gel de agarosa al 1,5 % para conseguir una mayor separacion de

las bandas. La electroforesis se realizé en un gel de agarosa sin bromuro de etidio a 50 mV

durante 3 horas. Se eluy6 la banda correspondiente al amplicén de menor tamafo y tras su

purificacion se realizé6 una nueva amplificacion (PCR) con los cebadores I-1 e I-2 (Tabla M.3)

para amplificar el resultado de la elucion. (Figura 2.4.6.)

Figura R.4.6. Electroelucion
del amplicon A para su
posterior secuenciacion.
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Para obtener la secuencia completa del amplicon en doble cadena y sin ambigledades se

disefiaron los cebadores internos 1A-1 e I1A-2 (Figura R.4.7.) cuya secuencia aparece detallada en

el apartado 2.9.2.1 de material y métodos.

Escala:100pb ||

Figura R.4.7: Estrategia utilizada para la secuenciacion del amplicon A y la localizacion de
los cebadores internos disefiados.

SECUENCIA COMPLETA DEL AMPLICON A:

27.911

[ pnt-1 pnt-2 pnt-2 pnt-3

atgttatggagcagcaacgatgttacgcagcagggcagtcgccctaaaacaaagttagacatcatgagggtagcg
AadA2 > M R V A

gtgaccatcgaaatttcgaaccaactatcagaggtgctaagcgtcattgagcgccatctggaatcaacgttgctg

v T 1 E 1 S N QL S EV L SV I ERUHULESTUL L
gccgtgecatttgtacggctccgecagtggatggeggectgageccatacagcgatattgatttgttggttactgtg
AV HL Y G S AV D G G L P Y S D 1 DL L V TV

gccgtaaagcttgatgaaacgacgcggcgagcattgctcaatgaccttatggaggettcggetttccctggegag
AV K L DETTIRIRALULNUDULMMEASATFUP G E
agcgagacgctccgcgctatagaagtcacccttgtcgtgcatgacgacatcatcccgtggegttatccggctaag
S ETLRAI EV TLV V HDDTI I P WRY P A K
cgcgagctgcaatttggagaatggcagcgcaatgacattcttgcgggtatcttcgageccageccatgategacatt
R E L Q F G EWOQRNDILAGTI F EPAMTIT DI
gatctagctatcctgcttacaaaagcaagagaacatagcgttgccttggtaggtccggcagcggaggaattettt
DL A1 L LTI KARIEHSVA ALV GPAAZETEFF
gacccggttcctgaacaggatctattcgaggcgctgagggaaaccttgaagctatggaactcgcagcccgactgg
b PV PEQDLFEALWRETLI KILWNZSQWP D W
gccggegatgagcgaaatgtagtgcttacgttgtceccgecatttggtacagecgcaataaccggcaaaatcgegecg
AAG D EWRNVYVYV L TULSURI WY SAI TS GI KT AP
aaggatgtcgctgccgactgggcaataaaacgcctacctgcccagtatcagecccgtcttacttgaagctaagcaa
K DV AADWAI K RLWPAIOQYQPV L L E A K Q
gcttatctgggacaaaaagaagatcacttggcctcacgcgcagatcacttggaagaatttattcgetttgtgaaa
A.Y L G Q K EDHULASIRADWMHULETEFTI1T R F VK
ggcgagatcatcaagtcagttggtaaatgatgtctaacaattcgttcaagccgaccgcgctacgcgeggeggett
G E 1 1 K S V G K *
aactccggcgttagatgcactaagcacataattgctcacagccaaactatca

I
28.886

Fig. R.4.8: Secuencia del amplicon A que se corresponde con los nt 27.911 a 28.886 de la Isla Gendmica de
resistencia (SGI-1) Salmonella typhimurium (AF261825), y secuencia deducida de amindacidos del
producto del gen aadA2. Las diferencias entre ambas secuencias se han sombreado en rojo. Se indican
también los pentanucledtidos correspondientes al sitio de integracion aatl. EI cebador interno utilizado para
completar la secuenciacion (I1-Al) aparece en letra roja.
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2.4.1.2. SECUENCIACION DEL AMPLICON B.

Para la secuenciacion de este segundo amplicon se utilizdé la misma técnica que para la
secuenciacién del amplicén A y se intentd la elucidon de la banda aunque sin éxito, ya que al
realizar la amplificacion de la banda eluida se obtuvieron de nuevo los dos amplicones,

probablemente por arrastre de la banda pequena. Por ello se intentd una nueva estrategia:

Basandonos en los resultados de la hibridacién mostrados anteriormente (Figura 2.4.4) que
demuestran la presencia del gen blapsg 1 en este amplicon se realizé una PCR segun ilustra la
figura R.4.9., utilizando los cebadores |-1 y P-2 y otra con los cebadores |-2 y P-1. El resultado de

la amplificacion fue una banda de 1000 pb que se electroeluyd para su posterior secuenciacion.

—,I 1 \ |-2
\j=‘
P-1 P2
|
AMPLIFICACION
conl-1y P-2 AMPLIFICACION
ﬁ,\ pP-2 conl-2yP-1
1 £ |
\ /
o1 -2
|
Escala: L_1 100 pb

Figura R.4.9. Esquema de la obtencion del amplicon B para su posterior secuenciacion. I

Para obtener la secuencia completa del amplicén en doble cadena y sin ambigledades se
disefiaron los cebadores internos IB-1 e IB-2 cuya secuencia aparece detallada en el apartado

2.9.2.1 de material y métodos (Figura R.4.10.).

) ()

IB -2 p-2

Escala: L_1 100 pb

Figura R.4.10. Estrategia utilizada para la secuenciacion del amplicon B vy
localizacién de los cebadores internos disefiados.
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SECUENCIA COMPLETA DEL AMPLICON B:

37.207
| pnt-1 pnt-2 pnt-2 pnt-3
atgttatggagcagcaacgatgttacgcagcagggcagtcgccctaaaacaaagttagccatattatggagectc

atgcttttatataaaatgtgtgacaatcaaaattatggggttacttacatgaagtttttattggcattttcgett
Pse-1 ™ M K F L L A F S L
ttaataccatccgtggtttttfcaagtagttcaaagtttcagcaagttgaacaagacgttaaggcaattgaagtt
L 1 P S V V F S S S K F QQV E QDV KA1 EV
tctctttctgctegtataggtgtttecgttcttgatactcaaaatggagaatattgggattacaatggcaatcag
S LS ARI GVSVLDTOQNSGEYWDYNGNDOQ
cgcttcccgttaacaagtacttttaaaacaatagcttgcgctaaattactatatgatgctgagcaaggaaaagtt
R F P L TSTUFIKTI1IT AU CAIKILLY DA AEIZ QG GK V
aatcccaatagtacagtcgagattaagaaagcagatcttgtgacctattcccctgtaatagaaaagcaagtaggg
NP NS TV E 1T K KADLV TY S PV I E K Q V G
caggcaatcacactcgatgatgcgtgcttcgcaactatgactacaagtgataatactgcggcaaatatcatccta
Q Al T LDDACFATMTTSDNTAANTIITL
agtgctgtaggtggccccaaaggcgttactgattttttaagacaaattglggacaaagagactcgtctagaccgt
S AV .6GG6GP K GV TDFLROQI ®" DKETIR L DR
attgagcctgatttaaatgaaggtaagctcggtgatttgagggatacgacaactcctaaggcaatagccagtact
Il EPDLNZEGI KL GDULIRDTTTUPIKAI AST
ttgaataaatttttatttggttccgcgctatctgaaatgaaccagaaaaaattagagtcttggatggtgaacaat
L NKFLFGSALSEMN O K KILESWMV NN
caagtcactggtaatttactacgttcagtattgccggcgggatggaacattgcggatcgetcaggtgctggegga
Qv T GGNULULIRSV L PAGWNIADIRSGAGG
tttggtgctcggagtattacagcagttgtgtggagtgagcatcaagccccaattattgtgagcatctatctaget
F GARSI1T TAVV WSEWHOQAWPTI 1 VS 1 Y L A
caaacacaggcttcaatggcagagcgaaatgatgcgattgttaaaattggtcattcaatttttgacgtttataca
Q T Q AS MAERNDAIVI K I GHS I FDVY T
tcacagtcgcgctgataaggctaacaaggccatcaagttgacggcettttccgtegettgttttgtggtttaacge
S Q S R *
tacgctaccacaaaacaatcaactccaaagccgcaacttatggcggcgttagatg

38.312

Figura R.4.11: Secuencia del amplicon B, que se corresponde con los nt 37.207 a 38.312 de la Isla
Gendmica de resistencia (SGI-1) Salmonella typhimurium (AF261825), y secuencia deducida de
amindacidos del producto del gen blapsg;. Las diferencias entre ambas secuencias se han
sombreado en rojo. Se indican también los pentanucleé6tidos correspondientes al sitio de
integracién aatl. El cebador interno utilizado para completar la secuenciacion (I-B1) aparece en
letra roja.
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Como muestran los resultados de los BLAST, anteriormente mencionados, los amplicones
Ay B guardan similitudes mayores al 99% con integrones presentes en la isla genémica | (SGI 1)
de S. typhimurium. En esa regidon y entre los genes que codifican dichos integrones se
encuentran los genes flo y tet implicados en la resistencia a cloranfenicol y tetraciclina

respectivamente.

Debido a que nuestras cepas que poseen esos integrones muestran resistencia a
tetraciclina y cloranfenicol (Tabla R.3.) realizamos la busqueda de estos genes amplificando una
region que comprendiera a ambos. Los cebadores utilizados para la amplificacién se localizan en
dicha regién de resistencia como indica la figura (R.4.12) y su secuencia viene detallada en la
tabla M.3.

E— —_— — — —_— —
Sul l
_

_[ aadA2 fI?r Tat(G) [ Pse-1 ]_[ Sul | ]_
~ ~— cl) <TD | ~ ~ —

INTEGRON INTEGRON

Escala: 1000pb

Figura R.4.12: Mapa de la region de resistencias de la isla SGI 1 S. typhimurium. La orientacion de
los genes se indica con flechas y la ubicacion de los cebadores asi como la region amplificada se
muestran en rojo.

Carril 1y 12: Marcadores de pesos
moleculares.

Carril 2: S.typhimurium 0113
Carril 3: S.typhimurium 0318
e e e e G e Carril 4: S.typhimurium 0481
Carril 5: S.typhimurium 1144
Carril 6: S.typhimurium 2297
Carril 7: S.typhimurium 2399
Carril 8: S.typhimurium 2600
Carril 9: S.typhimurium 4020
Carril 10: S.typhimurium 5636
Carril 11: S.typhimurium 5905

:

3000 pb <

2. 3w 4w 5 By e S Oy 100 T Y7

Figura R.4.13. Amplificacién de los genes flo y tet. I
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El resultado de la amplificacion fue positivo en todas las cepas que poseian los
integrones A y B (Figura R.4.13). En el resto de las cepas el resultado fue negativo
independientemente del fenotipo de resistencia observado. En las cepas resistentes a
cloranfenicol y tetraciclina pero con ausencia de estos integrones (0212, 0716, 0901, 3136, 5651)

la PCR fue negativa.
2.4.1.3. SECUENCIACION DEL AMPLICON C.

Para la secuenciacién de este amplicén se realizé la electroforesis en un gel de agarosa sin
bromuro de etidio a 50 mV durante 3 horas. Se eluyo la banda correspondiente al amplicon y tras
su purificacion se realizé una nueva amplificacién (PCR) con los cebadores I-1 e I-2 (Tabla M.3)
para amplificar el resultado de la elucion. Para obtener la secuencia completa del amplicén en
doble cadena y sin ambigliedades se disefiaron los cebadores internos IC-1, IC-11, IC-111 e IC-
2, 1C-22 e IC-222 (Figura R.4.14) cuya secuencia aparece detallada en el apartado 2.9.9.2. de

material y métodos.

@ Ic-1 ) 4-—-—‘
I

IC-222 IC-22 1C-2 I-2

Escala: Ll 100pb

Figura R.4.14. Estrategia utilizada para la secuenciacion del amplicon C y localizacion de los
cebadores internos disefiados.

A pesar de que lo descrito por otros autores (Tosini et al., 1998; Carattoli et al., 2001) y lo
encontrado en el BLAST anteriormente mencionado, los resultados de la conjugacion, (Tabla
R.2.1.), no sugieren la presencia de este integron en un plasmido conjugativo

Para confirmar estos resultados se realizd una amplificacion del integrén en los
transconjugantes obtenidos, utilizando los cebadores I-1 e |-2 (tabla M.3.) siendo en todos los
casos negativa.Por ultimo y para descartar la localizacion plasmidica de este integrén se
transfirio el DNA plasmidico de las cepas donde se amplificd este integron a una membrana de
nylon que fue posteriormente hibridada con la sonda sul, obtenida tras una amplificacién con los
cebadores sul 1y sul 2 (tabla M.3.) y marcada posteriormente, como se detalla en el punto 2.6.2.

del mismo apartado. El resultado de la hibridacion fue también negativo en todos los casos.
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SECUENCIA COMPLETA DEL AMPLICON C:

196
| -35int pnt-1 pnt-2
ccaagcagcaagcgcgttacgccgtgggtcgatgtttgatgttatggagcagcaacgatgttacgcagcagggea
pnt-2 pnt-3

gtcgccctaaaacaaagttgggcgaacccggagcectcattaattgttageccgttaaaattaagececctttaccaaa

ccaatacttattatgaaaaaclicaatacatatcaacttcgctatttttttaataattgcaaatattatctacagc
Oxa-1-> M K N @& I H I NF A1 F L I I ANTT1T 1Y S
agcgccagtgcatcaacagatatctctactgttgcatctccattatttgaaggaactgaaggttgttttttactt
S ASASTDI1 STV ASUPLUZFEG GTETGTCTEFTLL
tacgatgcatccacaaacgctgaaattgctcaattcaataaagcaaagtgtgcaacgcaaatggcaccagattca
Y bA S TNAEI A QFNIKAKTZ CATOQMAP D S
actttcaagatcgcattatcacttatggcatttgatgcggaaataatagatcagaaaaccatattcaaatgggat
T F K1 AL SLMAFDA ATETI1 1 DQIKTI1T F KWD
aaaacccccaaaggaatggagatctggaacagcaatcatacaccaaagacgtggatgcaattttctgttgtttgg
K T P K G6GMET1T WNSNHTWPIKTWMOQF S V VW
gtttcgcaagaaataacccaaaaaattfjgattaaataaaatcaagaattatctcaaagattttgattatggaaat
v S Q E I T Q K 1 L NK I K NY L KDFD Y G N
caagacttctctggagataaagaaagaaacaacggattaacagaagcatggctcgaaagtagcttaaaaatttca
Q bF S G DK EWRNNGLTEAWTLES S LK 1 S
ccagaagaacaaattcaattcctgcgtaaaattattaatcacaatctcccagttaaaaactcagccatagaaaac
P E E Q I Q FLRIKT 1 NHNWLWPVIKNSA ATI1IEN
accatagagaacatgtatctacaagatctggataatagtacaaaactgtatgggaaaactggtgcaggattcaca
T 1 ENMY L QDL DNSTIKULY G KTGAGTEFT
gcaaatagaaccttacaaaacggatggtttgaagggtttattataagcaaatcaggacataaatatgtttttgtg
AANRTLOQNSGWZFEGT F 1T I S K S GHK Y V F YV
tccgcacttacaggaaacttggggtcgaatttaacatcaagcataaaagccaagaaaaatgcgatcaccattcta
S A LTS GNLGSNULTSS 1T KAKIKNATITTIIL
aacacactaaatttataaaaaatctaatggcaaaatcgcccaacccttcaatcaagtcgggacggccaaaagcaa
N T L N L *
gcttttggctcccctegetggegetecggegecccttatttcaaacgttaaacatcatgagggaageggtgatlge
AadA1T-> M R E A V A
cgaagﬁatcgactcaactatcagaggtagttggcgtcatcgagcgccatctcgaaccgacgttgctggccgtaca
s T QL SEVV GV 1 ERHLEWPTTLL AV H
tttgtacggctccgcagtggatggcggcctgaagccacacagtgatattgatttgectggttacggtgaccgtaag
LYy 6GS AVDSGS GULI KWPWHSDI1I DLULV TV TVR R
gcttgatgaaacaacgcggcgagctttgatcaacgaccttttggaaacttcggctteccctgilagagagcgagat
L bETTWRIRALTINDULULETSASUPGE S E I
tctccgegetgtagaagtcaccattgttgtgcacgacgacatcattecgtggegttatccagctaagecgcgaact
L R AV EVTI1TVV HDIDI 1 P WRY P AKIREL
gcaatttggagaatggcagcgcaatgacattcttgcaggtatcttcgagccagccacgatcgacattgatctgge
Q F 6GE WQ RND1 L AGI1 FEWPATTI1T D1 DL A
tatcttgctgacaaaagcaagagaacatagcgttgccttggtaggtccagcggcggaggaactctttgatccggt
Il L L TKARIEWHSV ALV P A E E L F D P V
tcctgaacaggatctatttgaggcgctaaatgaaaccttaacgctatggaactcgccgcccgactgggctggcga
P E Q DL FEALNZETULTULWNSUPUPDWAGTD
tgagcgaaatgtagtgcttacgttgtcccgactttggtacagcgcagtaaccggcaaaatcgcgeccgaaggatgt
E RNV VLTLSRLWY S AV TG GIK T AP K DV
cgctgccgactgggcaatggagcgcctgccggcccagtatcagcccgtcatacttgaagctagacaggcttatct
A A D A L PAQY QP V I L EAROQAY'L
tggacaagaagaagatcgcttggcctcgcgcgcagatcagttggaagaatttgtccactacgtgaaaggcgagat
G Q EEDIRLASARADI G QLETEFVHY VK GEI
caccaaggtagtcggcaaataatgtctaacaattcgttcaa
T K V V G K * |
2.085

Figura R.4.15: Secuencia del amplicén C, que se corresponde con los nt 196 a 2.085 del
integron In-t2 de Salmonella typhimurium (AJ009819), y secuencia deducida de
amindacidos de los productos de los genes oxal and aadAl. Las diferencias entre
ambas secuencias se han sombreado en rojo. Se indican también los pentanucleétidos
correspondientes al sitio de integracion aatl y la secuencia —35 del promotor del gen
de la integrasa. Los cebadores internos utilizados para completar la secuenciacion (I1C-
1, 1C-11 e IC-111) aparecen en letra roja.
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2.4.1.4. SECUENCIACION DEL AMPLICON D

Se secuencid en doble cadena el amplicon D, y debido a su pequefio tamano (Figura
R.4.3.), no fue necesario disefar cebadores internos para completar su secuencia. Al realizar un
BLAST con la secuencia del amplicon D se detecté una elevada similitud el sitio de integracién
del integrén In0 (nt 1214 a 1310), localizado en el plasmido pVS1 de Pseudomonas aeruginosa

(Figura R.4.16.), sin que se hallase ningiin gen de resistencia a antibiéticos.

pnt-1 pnt-2
Amp D: cttggttcgccgtgggtcgatgtttgatgttatggagcagcaacgatgttacgcagcagg 60
O I O R N NN R N NN N O RN NN NN NN NN RNNRRRNRRRAAY
In0O: cgcgttacgccgtgggtcgatgtttgatgttatggagcagcaacgatgttacgcagcagg 1252

pnt-3 pnt-4
Amp D: gcagtcgccctaaaacaaagttagatgcactaaggacataattgntgacccggtnttt 120
LErrrneeerrneeeeeneeeenneer veeeeeeeeerennr 1 I

In0O: gcagtcgccctaaaacaaagttagatgcactaagcacataattgctcacagccaaact 1310

Figura R.4.16: Alineamiento de las secuencias del amplicon D (amp D) y del integrén InO de
Pseudomonas aeruginosa (nt 1207 a 1324; n° de acceso M73819). Se han subrayado los cuatro
pentanucleétidos caracteristicos del sitio de integracion attl.

Por ultimo y como comprobacion, se realizé una PCR con los cebadores sul 1y sul 2 (Tabla
M.3) de todas las cepas que portaban cualquier tipo de integron, para amplificar el gen sul
presente en todos los integrones de clase 1. El resultado fue positivo en todas las cepas con
algun tipo de integron independientemente del tipo que fuera y negativo en las cepas en las

que no se amplificéd ningun integrén.

1 23 4 5 6 7 8 9 10 1112 13 14

Figura R.4.17. Amplificacién de los genes sul. Los carriles numerados en
blanco corresponden a las cepas con los integrones A+B ( 0113, 0318, 0184,
0558, 2297, 2399, 2600, 3496, 3688, 4020, 5055, 5636, 5651), los carriles
numeradas en rojo a las cepas con el integrén C (0212, 0511, 0716, 0901, 3136).
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3. EPIDEMIOLOGIA MOLECULAR DE LAS CEPAS DEL ESTUDIO.

Para completar el estudio de nuestras cepas se determinaron los siguientes marcadores

epidemiolégicos: serotipo, fagotipo y pulsotipo o campo pulsado.

Tabla R.4: Muestra el serotipo y el fagotipo de las cepas en estudio. Todas las cepas pertenecian a la
especie Salmonella enterica subespecie I.

CEPA SEROTIPO FAGOTIPO
0113 [Typhimurium 4,12:i:1,2 DT104
0481 [Typhimurium 4,5,12:i:1,2 DT104
2297 [Typhimurium 4,5,12:i:1,2 DT104
2399 [Typhimurium 4,5,12:i:1,2 DT104
2600 [Typhimurium 4,5,12:i:1,2 DT104
3496 [Typhimurium 4,5,12:i:1,2 DT104
3688 [Typhimurium 4,5,12:i:1,2 DT104
4020 [Typhimurium 4,5,12:i:1,2 DT104
4965 [Typhimurium 4,5,12:i:1,2 DT104
5055 [Typhimurium 4,12:i:1,2 DT104
5345 [Typhimurium 4,12:i:1,2 DT104
5636 [Typhimurium 4,5,12:i:1,2 DT104
5905 |[Typhimurium 4,5,12:i:1,2 DT104
0318 [Typhimurium 4,12:i:1,2 DT104B
1166 [Typhimurium 4,5,12:i:1,2 DT104B
3727 Monofasico 4,5,12:i:- DT104B
0136 [Typhimurium 4,5,12:i:1,2 DT193
0558 [Typhimurium 4,5,12:i:1,2 DT193
3136 [Typhimurium 4,5,12:i:1,2 DT193
0716 |Monofasico 4,5,12:1:- U302
0929 [Typhimurium 4,5,12:i:1,2 U302
1144 [Typhimurium 4,5,12:i:1,2 U302
1837 | Monofasico 4,12:i:- U302
1838 [Typhimurium 4,12:i:1,2 U302
5651 [Monofésico 4,5,12:i:- U302
3344 [Typhimurium 4,5,12:i:1,2 DT208
0212 [Typhimurium 4,5,12:i:1,2 DT203
3828 [Typhimurium 4,5,12:i:1,2 NT'
0388 [Typhimurium 4,5,12:i:1,2 NT
0511 [Typhimurium 4,5,12:i:1,2 PNR?

1: No tipable, 2: Patron no reconocible
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El resultado del campo pulsado de las cepas del estudio se puede observar en la figura

R.5. en la que se ordenan las cepas en funcién del perfil electroforético observado.

Carril 1:
Carril 2:
Carril 3:
Carril 4:
Carril 5:
Carril 6:
Carril 7:
Carril 8:
Carril 9:

Carril 10:
Carril 11:
Carril 12:
Carril 13:
Carril 14:
Carril 15:
Carril 16:
Carril 17:
Carril 18:
Carril 18:
Carril 19:
Carril 20:

0113 (P1)
0318 (P1)
0929 (P1)
1144 (P1)
2297 (P1)
2399 (P1)
2600 (P1)
3496 (P1)
3688 (P1)
4020 (P1)
4965 (P1)
5055 (P1)
5905 (P1)
0212 (P2)
0716 (P2)
1166 (P 3)
0511 (P4)
3344 (P5)
1838 (p6)
1837 (p7)
0558 (p8)
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Figura R.5: Gel de electroforesis en campo pulsado de algunas de las cepas del
estudio. En la parte inferior de la figura se muestran los perfiles electroforéticos
asignados a las distintas cepas.

P1

P2

P3 P4

P5

P6 P7 P8

Figura R.6: Esquema de los pulsotipos obtenidos. I
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A partir de los perfiles de restriccion en campo pulsado se calculé una matriz de similitud

utilizando el método de Dice (adaptado por Nei y Li [1979] a estudios moleculares), en el que se

) o 2n .
define la similitud entre dos cepas como S = & donde n,,: N° de bandas coincidentes de las
n, +n,

cepas ay b, ny: n° total de bandas de la cepa a, y ny: n° total de bandas de la cepa b. Esta matriz
se utilizd para el calculo de dendogramas empleando los métodos Neighbor-Joining (NJ),
Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean (UPGMA) y Fitch-Margoliash, disponibles
en el paquete Phylip de filogenia molecular (http://sdmc.krdl.org.sg:8080/~Ixzhang/phylip/). El

analisis por consenso (Pyhlip) de estos arboles mostré mayor coincidencia con el obtenido con
UPGMA, que es el que se muestra aqui dibujado con el programa Phylodendron

(http://iubio.bio.indiana.edu/treeapp/).

+0113, 2297, 2388, 2600,
3496, 3688, 4020, 4965,
F1 5058, 5345, 5905 (104 / 3GI1)
+0318 (104B / 3GI1)
+0929, 1144, (U302 / SGI1)

P4 +0511 (PNR/In-C)

+0212 (203 / In-C)
+0716 (U302 / In-C)

1166 (104B / -)

«RRDRINT /Y
1 VNt — )

(el Vde]

{-0136 (193 /)

Ps  +3344 (208 /)

Fe 0558 (193 / SGI1)

—F& 1837 (U302 /-)

L F7T +1838(U302/-)

Figura R.7: Dendograma construido con los resultados del andlisis por PFGE por le método
UPGMA. Para cada uno de los perfiles de PFGE se indican las cepas que lo presentan, y entre
paréntesis, fagotipo / integron de resistencia detectado. PNR: patron no reconocible; NT: no
fagotipable; SGI1: Isla Gendmica 1 de Salmonella; In-C: integron C.
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Tabla R.5: Resumen de los datos obtenidos de las cepas en estudio. I

FAGO PERFIL

CEPA | FECHA FENOTIPO SEROTIPO TIPO PFEG blargm sul

SERVICIO EDAD SEXO

(0113 [28/12/97 [Digestivo |80a | V. |ApCmSmSuTc 4512:i:1,2 [104 [P1
0136 |20/7/97 Urgencias |2 a V ApTc 4,5,12:i:1,2 (193 P3
0212 |22/1/97 Pediatria |3 m M ApCmSmSuTcNi 4512:i:1,2 (203 |P2
0318 |30/1/97 Urgencias |13 a Vv ApCmSmSuTcTp 4,12:i:1,2 104B | P1
0388 |23/2/98 Urgencias |5 a M ApNaTc 4,512:i:1,2 |NT _
0481 |30/12/97 Urgencias |1a V ApCmSmSuTcA/cNi 4,512:i:1,2 (104 _
0511 |[4/3/98 Urgencias |2 a M ApSmSuTcNa 4,5,12:i:1,2 |PNR |[P4
0558 |[7/3/98 Urgencias |2 a M ApCmSmSuTcCxNi 4,512::1,2 (193 P8
0716 |17/3/97 Cirugia 3a M ApCmSmSuTcA/cGeNaNiToTp| 4,5, 12:1:- U302 P2
0901 |25/4/97 Digestivo |41 a M ApCmSmSuTcNiTp 4,512::1,2 | _ _
0929 |30/5/97 Pediatria |7 a V ApCmSmSuTcTp 4,5,12:i:1,2 |U302 [P1
1144 | 20/4/98 Urgencias |2 a V ApCmSmSuTc 4,512::1,2 |U302 [P1
1166 |25/4/98 Urgencias |5 m M ApNaTc 4,5,12:i:1,2 |104B |P3
1837 |29/4/97 Urgencias |5 a \% Ap 4,12:i:- U302 |P6
1838 |29/4/97 Urgencias |10 a M Ap 4,12:i:1,2, u3o2 |P7
1915 | 14/5/97 Pediatria |3 a M Ap 4,12:i:1,2, _ _
2297 | 24/5/97 Digestivo |58 a M ApCmSmSuTc 4,5,12:i:1,2 (104 P1
2399 | 23/5/97 Urgencias |5 a M ApCmSmSuTcTp 4,512:i:1,2 (104 P1
2600 |5/5/97 Urgencias |3 m Vv ApCmSmSuTc 4,5,12:i:1,2 (104 P1
3136 |7/7/97 Urgencias |7 a M ApCmSmSuTcNiNa 4,512:i:1,2 (193 _
3344 |4/8/97 Urgencias |2 a M ApTc 4,5,12:i:1,2 (208 P5
3496 |11/11/97 M.Interna |35 a V ApCmSmSuTc 4,5,12:i:1,2 (104 P1
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FAGO PERFIL

CEPA | FECHA SERVICIO EDAD SEXO FENOTIPO SEROTIPO TIPO PFEG blargm | sul

3525 | 8/7/97 C.externas |48 a M Ap 4,12:i:1,2 _ _ + - - - - - -
3688 |[21/8/97 Pediatria |2 a \% ApCmSmSuTc 4512::1,2 |104 P1 + + |+ + + - -
3727 | 3/8/97 Urgencias |1 a M ApTc 4,5,12:i:- 104B | _ + - |- - - - -
3828 |23/4/97 Urgencias |3 a M Ap 4,5,12:i:1,2 | NT P3 + - |- - - - -
4020 |18/9/97 Urgencias |1 a M ApCmSmSuTcTp 4512:i:1,2 |104 P1 + + |+ + + - -
4965 |20/11/97 Urgencias |6 m \% ApCmSmSuTc 4512::1,2 |104 P1 + + |+ + + - -
5055 |[26/11/97 Urgencias |2 a \% ApCmSmSuTcNa 4512:i:1,2 |104 P1 + + |+ + + - -
5345 (16/12/97 Urgencias |10 a \% ApCmSmSuTc 4512::1,2 |104 P1 + + |+ + + - -
5636 |[1/1/98 Urgencias |15 a M ApCmSmSuTc 4512:i:1,2 |104 _ + + |+ + + - -
5651 |[12/1/98 CIP 2m M ApCmSmSuTcGeNiTp 4,5,12:i:- U302 |_ + - - - - - -
5905 |3/2/98 Urgencias |4 a \Y ApCmSmSuTc 4,5,12::1,2 | 104 P1 + + |+ + + - -

C.externas: consultas externas, CIP: cuidados intensivos pediatricos, M.l: Medicina Interna. NT: No tipable, PNR: Patrén no reconocido.
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1. EVOLUCION DE RESISTENCIAS

1.1. DISTRIBUCION DE AISLADOS

1.1.1. EDAD Y SEXO.
La salmonelosis sigue siendo la infeccién intestinal mas frecuente e importante en los

paises desarrollados y constituye un gran problema de salud publica. Detectamos en los
once afios de nuestro estudio 3230 casos de salmonelosis, o gue supone una incidencia
anual de unos 300 casos al afo. El 85% de los afectados son nifilos. Esta mayor
incidencia en nifios, coincide con lo publicado por otros autores (Banatvala et al., 1999;
Hohnmann, 2001) aunque nuestros datos son algo mayores a los documentados en otras
series que hablan de un 60% (Martinez, 2002, Echeita et al., 1999b), motivado quizas por
la importancia del hospital infantil en el complejo hospitalario “la Paz” que atiende a mayor
namero de niflos que otros centros. A este predominio infantil contribuyen varias causas,
como la inmadurez inmunolégica o el mayor consumo de antibiéticos de este grupo de
pacientes que altera su flora intestinal haciéndolos mas susceptibles a adquirir este tipo
de infeccién, aunque también contribuye a aumentar la incidencia de este grupo de
poblacion la mayor demanda de coprocultivos en los nifios, por la preocupacién que
generan los episodios de gastroenteritis en nifios de corta edad.

Encontramos un leve predominio en mujeres (6% mas mujeres que varones),
gue no consideramos significativo. Otros autores observan mayor frecuencia de
aislamientos en varones ( Gil-Setas et al.,, 2002; Génzalez- Hevia et al., 1999;

Usera et al., 2002) aunque las diferencias no suelen exceder el 10%.

1.1.2. SEGUN PROCEDENCIA DE MUESTRAS

La mayoria de las muestras recibidas por el servicio de Microbiologia son de
origen extrahospitalario (65%), el (55%) proceden del servicio de Urgencias del Hospital
Infantil y un 10% de consultas externas lo que resulta l6gico dada la presentacion aguda
del cuadro clinico. Las muestras de origen intrahospitalario proceden mayoritariamente
del servicio de pediatria, donde se suelen ingresar los nifios que acuden a Urgencias con
un cuadro de gastroenteritis mas agudo, y el servicio de Cuidados Intensivos Pediatricos
de donde procede mayor nimero de muestras extraintestinales. A estos servicios siguen
los de Cirugia, la mayor parte de los pacientes fueron sometidos a cirugia digestiva y

Medicina Interna donde se encuentran ingresados los pacientes infectados por el VIH. En



el resto de los servicios (Hematologia, Nefrologia, Hepatologia, Unidad de Quemados) la
distribucién es similar y las muestran proceden de pacientes con alguna patologia de
base debilitante.

La distribucion aleatoria de las muestras por los distintos servicios, descarta la

presencia de algun brote intrahospitalario.

1.1.3. INFECCIONES EXTRAINTESTINALES POR Salmonella

La infeccion extraintestinal por Salmonella es un hecho poco frecuente suponiendo
menos del 7% del total de los aislamientos de nuestra serie, lo que coincide con otras
series analizadas en nuestro pais entre los afios 1980-1995 que encuentran un 8% de
infecciones extraintestinales por Salmonella no tiphy (Ramos et al., 1995). La sangre es la
localizacién extraintestinal mas importante (78%), y la mayoria de las bacteriemias son
transitorias y ocurren en el contexto de una gastroenteritis aguda en pacientes debilitados.

El 36% de las bacteriemias fueron detectadas en pacientes infectados por el VIH
coincidiendo con otras series (Levine, 1991) de hecho se ha descrito que estos pacientes
tienen 100 veces mas riesgo de desarrollar un bacteriemia por Salmonella (Moreno et al.,
1994) debido en gran medida al gran papel que juega la inmunidad celular en el control de
la infeccion, de hecho para algunos autores la infeccién por el VIH constituye el principal
factor predisponente de salmonelosis (Tocalli et al., 1991). Sin embargo otros autores no
observan una mayor incidencia de bacteriemia en estos pacientes (Ruiz et al., 2000)
justificada quizas por la aceptable inmunidad celular que les conceden los nuevos
tratamientos antirretrovirales.

Los otros dos grupos importantes de pacientes en los que se aislé Salmonella spp.
en sangre son los nifios menores de un afio (23%), lo que también estaria justificado por
su inmadurez inmunoldégica y lo pacientes sometidos a cirugia abdominal previa (17%) en
los que la manipulacién quirdrgica facilité sin duda la diseminacion de Salmonella del
intestino al torrente sanguineo.

Aungue clasicamente se ha asociado una mayor capacidad de producir cuadros
sistémicos a S. cholerasuis, y en nuestra serie no aislamos este microorganismo en
ninguno de los casos, siendo el serotipo mas frecuente S. tyhpimurium. La capacidad
invasiva de este serotipo ha sido apoyada por otros autores (Ruiz et al., 2000, Fierer et
al., 1992) que encuentran un plasmido asociado a la virulencia de este microorganismo.
Ademas, la virulencia de este serotipo esta asociada a la mayor resistencia antibiética,

con el riesgo que
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esto supone de seleccionar con el mal uso de los antibiéticos no solo a los mas resistentes
sino también a los mas virulentos.

1.2. DATOS CORRESPONDIENTES AL AISLADO

1.2.1. SEROGRUPO

El serogrupo mas prevalente en la ultima década ha sido el D 9 (61%) seguido del B
4(25%) al igual que ha ocurrido en el resto de los paises en la ultima década. Los serogruos
C1-7 y C2-8 han sido mucho menos frecuentes suponiendo un 6% y 2,3% de los aislados
respectivamente. Estos son datos globales, pero es importante observar la evolucion de los

dos serogrupos mas importantes durante los 11 afios del estudio (figura D.1.).

m

0 t + t +—

1991 1992 1993 1994 1995 1996 1997 1998 19989 2000 2001

—B4
—D9

Figura D.1: Evolucion de los serogrupos B 4 v D 9 de nuestro estudio durante la ultima
década.

De la siguiente figura se desprenden dos importantes conclusiones:

> En el afio 1996 hay una inversién de serogrupos pasando a ser el B 4 el mas
predominante suponiendo un 40% de los aislados por encima del serogrupo D 9
(31%).

» Desde esa fecha se observa un claro aumento de aislados pertenecientes al
serogrupo D 9 en detrimento del serogrupo B 4. La diferencia entre ambos es cada
vez mayor llegando a un 72% de S. enteritidis (D 9) frente a un 17% de S.
typhimurium (B 4) en el afo 2001.

Estos datos coinciden con los comunicados por investigadores de distintos paises,
siendo también el afio 1996 el de mayor prevalencia de S. typhimurium frente al resto de los
serotipos. En Estados Unidos la prevalencia del serotipo B4 /D 9 en 1996 fue 31% / 14,6%
segun un estudio realizado por el CDC (1996); en Israel los datos publicados por el
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Ministerio de Salud Israeli son similares 28% / 22% y ademas estudian las cepas de
Salmonella aisladas en pollos observando un paralelismo con lo que ocurre en los
aislados humanos: S. tyhpimurium representa un 14%, 40% y 44% de los aislados en los
afnos 1994, 1995 y 1996 respectivamente. Resultados similares se observan en varios
paises de Europa, segun datos de la Organizacion Mundial de la Salud (WHO, 1997). En
Espafia también se observa esta tendencia descendente del serogrupo B 4 (Figura D.2) a

partir del afio 1996.
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Numerosos autores atribuyen el aumento de aislamientos de S. tyhpimuirum en los
afios 1996-1997, a la emergencia del clon multirresistente DT 104 observada en estos
paises (Davies 1998, Metzer 1998) y lo mismo se podria decir de nuestro pais donde este
aumento de prevalencia del serotipo B 4 va asociado con una mayor resistencia a los
antibiéticos como se comenta mas adelante. En un estudio sobre el origen de los
serotipos, se observa que S. enteritidis es el predominante el huevos y carnes de aves de
corral, mientras que S. typhimurium es el predominante en otros tipos de carnes (Usera et
al., 1995b) por lo que se puede suponer que el consumo de productos aviarios es la
principal causa del aumento de las gastroenteritis por S. enteritidis (serogrupo D 9) en los

Gltimos afos.

1.2.2. RESISTENCIA

S. enteritidis es globalmente mas sensible a los antibiéticos que el resto de los



serotipos. En Espafia los datos muestran unos porcentajes globales de resistencia de
33,3% para S. typhimurium frente a 4,56% para S. enteritidis (Rivera 1997). Ademas el
incremento de resistencia a los distintos antibidticos observado en los Gltimos afos para
S. typhimurium no se aprecia en S. enteritidis. Paises tan cercanos como Francia han
visto sus resistencias aumentar vertiginosamente de 0 a 42,5% en menos de 7 afios
(1987-1994) (Llanes et al 1999) y este hecho se ha repetido en la Ultima década en otros

paises mas alejados como EEUU (Glynn ,et al 1998) o Hong Kong.

De todos modos hay que sefialar que la resistencia, es algo caracteristico de
cada serotipo; Prueba de ello es la gran resistencia de S. typhimurium a ampicilina (70%
en el afio 2001) frente a la gran sensibilidad de S. enteritidis (10% de cepas resistentes en
el afio 2001) mientras ocurre lo contrario si hablamos del acido nalidixico para el que S.
enteritidis muestra mayores valores de resistencia (41%) que S. typhimurium (12%)
auque el serotipo que se caracteriza por mostrar una mayor resistencia frente a esta

guinolona de primera generacién es el C2-8 que alcanza valores del 85% en el afio 2001.

La resistencia a ampicilina del serogrupo B 4, ha sufrido un lento pero constante
aumento desde 1993, afio en el que la mitad de las cepas eran sensibles a este
antibiético, llegando a un 70% de cepas resistentes en el afio 2001. En el resto de los
serogrupos no se observa esta tendencia ascendente. Esto coincide con lo que ocurre en
otras zonas de Espafia que alcanzan porcentajes de resistencia a ampicilina en el afo
2000 del 78,9% de las cepas de S. tyhpimurium y 19% de S. enteritidis. (Gil-Setas et al.,
2002).

Respecto a las cefalosporinas llama la atencién la gran resistencia del serogrupo
C2 -8 a la cefazolina por encima del resto de los serogrupos y el escaso porcentaje de
cepas resistentes a las cefalosporinas de tercera y cuarta generacién. El serogrupo mas
resistente a cefuroxima result6 ser el B 4 y seguido del C2-8 y el D 9 en ultimo lugar. Un
gran porcentaje (el 48%) de los pacientes en los que se aislaron estas cepas resistentes
provenian de servicios como cirugia, medicina interna o cuidados intensivos y estaban
tomando antibiéticos de amplio espectro. Las muestras restantes procedian del servicio
de urgencias y el 57% de los pacientes en los que se aislaron habia tomado antibiéticos,

los mas frecuentes cotrimoxazol y amoxicilina /clavulanico.



Pero el grupo de antibidticos para el que aumento de cepas resistentes ha sido
mas evidente han sido sin duda, las quinolonas, en concreto el acido nalidixico que ha
pasado de un 6% de cepas de S. enteritidis resistentes en el afio 1995 a un 40% en el
2001. Lo mismo ha ocurrido en el resto de los serotipos. Estos datos coinciden con lo
observado por otros autores que hablan de resistencias que llegan al 60% de la cepas de
S. enteritidis, (Bautista et al., 2002; Delgado et al., 2002) aunque en nuestro caso el
porcentaje de resistencias alcanzado haya sido algo menor. No obstante el 85% de
nuestras cepas pertenecientes al serogrupo C2-8 son resistentes a esta quinolona. Esta
facilidad del acido nalidixico de seleccionar cepas resistentes ha sido observada también
en otros miembros de la familia de las enterobacterias (Ronald et al,1966). La aparicion
de cepas resistentes a acido nalidixico debe estudiarse con precauciéon porque suele
preceder la aparicion de resistencias en el resto de las fluorquinolonas (Turnidge, 1995),y
debemos interpretarlo como un marcador de futuras resistencias. Afortunadamente los
alarmantes datos de resistencia del acido nalidixico no se observan en las quinolonas de
mayor espectro y Unicamente en el afio 1997 detectamos dos casos de resistencia a
ciprofloxacino, ambos en aislados del serotipo C2-8 y en el afio 1996 una cepa

peteneciente al serogupo B 4, coincidiendo por lo publicado por Campo et al. en 1997.

EL resto de los afios no se ha detectado ninguna cepa resistente a ciprofloxacino.
La sensibilidad a este antibiético se ha mantienido en paises tan diversos como EEUU,
Irlanda, Republica Checa o Israel en los que no se ha aislado ninguna cepa resistente
(Karpiskokva et al 1999, Yildirmak et al. 1998; Cormican et al 1998); y en aquellos donde
se ha aislado alguna cepa resistente, como el Reino Unido la frecuencia ha sido bajisima.
En nuestro pais, estudios realizados en distintas ciudades como Granada o Madrid no
encuentran cepas resistentes a ciprofloxacino, aunque constatan un aumento de las CMls
frente a este antibiético (Martinez et al 2002; Bautista et al 200). Este aumento de CMIs
es especialmente significativo para el serogrupo C2-8 (Figura R.1.11.) que llega a un 72%
de cepas con CMI 1lug/ml en el afio 2001. El 40% de los aislados pertenecientes al
serogrupo D 9 poseen una CMI para ciprofloxacino de 1ug/ml dato s6lo alcanzado por el
10% de las cepas de S. tyhpimurium lo que corrobora la mayor sensibilidad de éste
ultimo serotipo frente a las quinolonas. Estos datos coinciden por lo publicado por otros
autores que hablan globalmente de 30-35% de cepas de Salmonella con CMI 1ug/ml.
Esta cepas serian consideradas sensibles segun los criterios del NCCLS (National

Comitee for clinical Laboratory standaards (EE.UU), 2000) asi como por otros estamentos



como el SFM (Comité de l'antibiogramme de la Société Francaise de Microbiologie
(Francia),1999) o el BSAC (British Society for Antimicrobial Chemotherapy (Reino
Unido),1999) pero segun la Mesa Espafiola de Normalizacion de la Sensibilidad y
Resistencia a los Antimicrobianos (MENSURA) estas cepas no serian consideradas
sensibles, los puntos de corte de Salmonella para ciprofloxacino (CMI <= 0,1ug/ml para

ser considerada sensible) son distintos.
Esta disminucién de sensibilidad de Salmonella a las quinolonas que se ha
detectado de forma preocupante y creciente en muchos paises, fundamentalmente de

Europa (Frost et al 1996), se puede atribuir a distintos factores:

1 Como factor determinante de este hecho, el uso de quinolonas en animales para tratar

enfermedades, ya que su uso como promotor de crecimiento estd totalmente
prohibido. Medders demostr6 en 1998 la capacidad de esta quinolona utilizada
también en agricultura de seleccionar mutantes de Salmonella resistentes a acido
nalidixico y fluorquinolonas. De hecho en el Reino Unido al igual que en otros paises,
la apariciébn de cepas resistentes a quinolonas fue precedida por la aprobacion de
enrofloxacino para el uso veterinario en 1995 fundamentalmente para el tratamiento
de la colibacilosis relacionada con E.coli en el ganado. La aparicion de un gran
namero de cepas de Campylobacter resistentes a estos antibiéticos hizo a la FDA-
CVM (Center for Veterinary Medicine) limitar su uso a casos tan puntuales como el
tratamiento de infecciones respiratorias graves en el ganado bovino, en 1998 ( White y
McDermott, 2001). Otro dato que refuerza la idea de que la resistencia en Salmonella
tiene origen en animales es la presencia del gen floR en peces. El florfenicol se
comenzé a utilizar en Asia en piscifactorias, y el primer gen de reistencia (pasppflo) se
identific6 en Pasteurella piscicida, causa frecuente en Asia de seudotuberculosis en
peces (Ribot et al., 2002). Sin embargo otros paises que llevan utilizando quinolonas
en animales de forma habitual desde hace mas de 10 afios, no han aislado hasta el
momento ninguna cepa de Salmonella resistente a este antibiético. ( Karpiskova
1999).

1 Esto apoyaria la hipétesis de algunos autores que defienden que la resistencia

bacteriana a los antibidticos se debe principalmente al excesivo uso de Ios mismos en

humanos y en mucha menor medida al uso en ganaderia o agricultura (Orden y



Fuente, 2001; White y McDermott 2001). El abuso de estos antibidticos como
profilacticos 0 su uso empirico para tratar cuadros tan inespecificos como la diarrea
del viajero, ha repercutido también sin duda en la seleccién de cepas resistentes.
Otros argumentos en contra de la relacion del uso de antibidticos en animales y la
seleccion de cepas resistentes son la aparicion de microorganismos resistentes a un
antibiético antes de la aprobacion del mismo para uso veterinario, como ocurrié con el
forfenicol y la aparicion de cepas de Salmonella resistentes al cloranfenicol ( Casin et
al, 1999) o el hecho de que las primeras cepas donde se detectara el clon
multirresistente DT104 se aislaran en animales salvajes no expuestos a ningun

tratamiento antibiotico.

2 Pero a parte del excesivo uso de estos antibiéticos tanto en humanos como en
animales un factor que ha contribuido de forma importantisima al incremento del
ndmero de cepas resistentes ha sido la propagacion de clones multirresistente como
el fagotipo DT 104. Este fagotipo que se ha distribuido con extraordinaria rapidez por
todo el mundo tuvo su mayor incidencia en el afio 1996 en nuestro pais, y este ha sido
el aflo de mayores valores de CMI para ciprofloxacino de S. typhimurium lo que hace
plantearse la posibilidad de que se tratara de un brote producido por cepas
pertenecientes a este fagotipo. Otros brotes por S. typhimurium fagotipo DT104
resistente a las quinolonas se han detectado en distintos paises.

No obstante no siempre es posible relacionar el uso de antibiéticos con el aumento
de resistencias ya que este problema se debe a un complejo proceso multifactorial y el

uso de antibiéticos es solo uno de los factores. (Baquero et al 1998)

Estos datos hacen plantearse la terapia empirica elegida para tratar la
salmonelosis cuando esto sea oportuno; las tasas de resistencia observadas frente a
ampicilina la descartan para este uso y se ofrecen como alternativas el cotrimoxazol, o las
guinolonas. A pesar de la mayor frecuencia y la gran sensibilidad de S.enteritidis frente al
cotrimoxazol (sélo 0,6% de cepas resistentes), el 13,5% de las cepas de S.tyhpimurium
en nuestro hospital, son resistentes al este antibidtico lo que podria plantear algunos
fracaso terapéuticos. Por otra parte, teniendo en cuenta el alto indice de resistencias de
Salmonella al acido nalidixico y conociendo que es un marcador pronéstico del fracaso
terapéutico de las quinolonas fluoradas no vemos oportuno usarlo como farmaco de

primera eleccion en monoterapia, si bien es posible asociarlo a una cefalosporina de



tercera generacion hasta conocer su sensibilidad. Otra posibilidad seria el uso de
fluroquinolonas ya que el numero descrito de cepas resistentes a este grupo de
antibiéticos ha sido bajisimo y ademas no parece que estos farmacos contribuyan al
aumento de resistencias, como ocurre con las quinolonas de primera generacion, dado su
gran espectro de actividad. No obstante esta pauta terapéutica debe ser establecida en
funcién de lo datos de resistencias observados en la comunidad a la que vaya dirigida el

tratamiento.

2. ESTUDIO DE LA TRANSMISIBILIDAD DE LA RESISTENCIA

La resistencia multiple a los antibidticos con frecuencia reside en los llamados
factores R o pldsmidos de resistencia (Foster 1983). Un reflejo de la diseminacion de
estos pladsmidos R en la poblacién bacteriana es la aparicion de brotes o epidemias
nosocomiales como consecuencia de la presion selectiva ejercida por el uso
indiscriminado de agentes antibacterianos. La transferencia horizontal de estos plasmidos
tiene lugar mediante la conjugacioén, por la que el plasmido conjugativo es integrado en el
cromosoma de la célula receptora por recombinacién homéloga previo paso de material
genético a través de pilus conjugativos. Este intercambio de material genético es mas
frecuente en algunas enterobacterias como E.coli o P.aeruginosa aunque se ha
demostrado en muchos otros géneros entre los que se encuentra Salmonella spp. (Roy
1999). La conjugacion ocurre con mucha més frecuencia entre bacterias que comparten
nicho ecoldgico, por lo que es logico encontrar en Salmonella genes de resistencia
originarios de E.coli como es el caso de aquellos que codifican para p-lactamasas tipo
TEM.

Los plasmidos que transportan los genes de resistencia a p-lactamasas son de
gran tamafio y suelen llevar ademas genes que codifican resistencia a otros antibioticos
(Arraque et al 1997). Se han descrito plasmidos conjugativos de 45, 54, 157 o 180 Kb
entre otros, que transfieren la resistencia a uno o varios antibiéticos. Asi mientras los
plasmidos méas pequefios contienen genes que codifican resistencia Unicamente a f-
lactamasas tipo TEM, IRT o BLEEs, los de mayor tamafio contienen ademas
determinantes de resistencia a otros antibiéticos como el cloranfenicol, el cotrimoxazol o

la gentamicina, entre otros. (Blazquez et al 1993; Marchandin et al 1999).



La conjugacion de nuestras cepas con el receptor E.coli aDH5 demuestra la
trasferencia de resistencia a ampicilina y ticarcilina tnicamente. En un Unico caso la cepa
receptora recibe también la resistencia a cotrimoxazol. El resto de las resistencias
halladas en nuestras cepas no son transferidas por conjugacién. Los resultados de
amplificacion e hibridaciéon identifican una p-lactamasa tipo TEM en plasmidos

conjugativos de diferente tamafo.

3. DISTRIBUCION DE LOS GENES DE RESISTENCIA

En la epidemiologia de los serotipos no tifoideos de Salmonella se ha registrado en
los dltimos afios una emergencia de cepas multirresistentes, entre las que destacan las
pertenecientes al fagotipo DT104, cuyo origen se ha situado probablemente en el Reino
Unido (Threlfall, 1993), y en menor medida las cepas atipicas [4,5,12:i:—] detectadas por
vez primera en Espafa (Echeita et al., 1999) y recientemente en Nueva York (Agasan et
al., 2002). Estas cepas parecen ser una variante monofasica de S. typhimurium
[4,5,12:i:1,2] (Echeita et al., 2001), o del serotipo Lagos [4,5,12:i:1,5], pero podria también

representar un nuevo serotipo.

Los resultados de este estudio muestran que la situacion observada en la Ciudad
Sanitaria “La Paz” en los ultimos 11 afos es un reflejo de la descrita. De las 33 cepas
seleccionas por su resistencia a ampicilina, 22 presentaban resistencia a mas de tres
antibiéticos, 12 pertenecian al fagotipo DT104 y 2 al fagotipo relacionado DT104B. El
serotipo emergente [4,5,12:i:—] ha estado representado por 4 cepas.

La resistencia moderada a la asociacion amoxicilina/clavulanico ha sido también
una caracteristica de las cepas de Salmonella aisladas en los Ultimos afios en diferentes
paises. Aunque en enterobacterias el mecanismo responsable suele ser la produccién de
B-lactamasas tipo TEM resistentes a inhibidores (IRT), no ha sido éste el caso de
Salmonella, y s6lo raramente se ha descrito la adquisicién de cefalosporinasas, como se
ha comentado en la Introduccion (Tabla 1.5). Entre las cepas resistentes a amoxicilina
estudiadas, 12 presentaron un fenotipo intermedio/resistente a amoxicilina/clavulanico,
asociado a la presencia de los genes que codifican B-lactamasa PSE-1 u OXA-1 junto con

el gen blatem.; (Tabla D.1)



CEPA B-lactamasas  CMI (A/C) CEPA B-lactamasas  CMI (A/C)
0113 TEM + PSE 16/8 pg/ml (1) 2399 TEM + PSE 16/8 pg/ml (1)
0136 TEM 2600 TEM + PSE 16/8 pg/ml (1)
0212 TEM + OXA 16/8 pg/ml (1) 3136 TEM + OXA 16/8 pg/ml (1)
0318 TEM + PSE 16/8 pg/ml (1) 3344 TEM

0338 TEM 3496 TEM + PSE 16/8 pg/ml (1)
0481 TEM+PSE  32/16 ug/ml (R) 3525 TEM

0511 TEM + OXA 16/8 pg/ml (1) 3688 TEM + PSE 16/8 pg/ml (1)
0558 TEM+PSE  32/16 ug/ml (R) 3727 TEM

0716 TEM+OXA  32/16 ug/ml (R) 3828 TEM

0901 TEM + OXA 16/8 pg/ml (1) 4020 TEM + PSE 16/8 pg/ml (1)
0929 TEM + PSE 4965 TEM + PSE

1144 TEM + PSE 16/8 pg/ml (1) 5055 TEM + PSE 16/8 pg/ml (1)
1166 TEM 5345 TEM + PSE 16/8 pg/ml (1)
1837 TEM 5636 TEM + PSE 16/8 pg/ml (1)
1838 TEM 5651 TEM

2297 TEM + PSE 5905 TEM + PSE 16/8 pg/ml (1)

En los transconjugantes obtenidos no aparece nunca este fenotipo intermedio o
resistente, lo que es coherente con el hecho de que soélo se transfiere el gen blatem.1.
Ademas, casi todas las cepas de S. typhimurium que producen R-lactamasa TEM, pero no
PSE ni OXA, presentan una CMI a amoxicilina/clavulanico de 4/2 ug/ml, frente a 16/8 a
>32/16 pg/ml en las cepas con dos R-lactamasas. Aunque ninguna de las tres [3-
lactamasas citadas presenta una resistencia significativa al acido clavulanico, esta claro
gue la produccion de dos de ellas confiere a la bacteria suficiente capacidad de hidrolisis
para resistir a la asociacién, como han descrito también otros autores (Poirel et al., 1999).

No se aprecian diferencias en la aportacion de las R-lactamasas PSE y OXA a la CMI.

El gen blargw.:s ha sido secuenciado a partir de una de las cepas con mayor
resistencia a amoxicilina/clavulanico, comprobandose que corresponde a la -lactamasa
TEM-1; por lo tanto, se confirma una vez mas la inexistencia de B-lactamasas IRT en
Salmonella. Es sin duda llamativo que Salmonella haya escapado a la tendencia que se
registra en otras enterobacterias de defenderse mediante la produccion de R-lactamasas

de clase A o de tipo IRT, resolviendo los problemas de presién selectiva mediante la



produccion de dos B-lactamasas mas comunes.

La multirresistencia de las cepas DT104 se debe principalmente al agrupamiento
de genes de resistencia en la denominada “Isla Genémica de Salmonella 1" (SGI1), que
se ha descrito en la Introduccién. Efectivamente, en las 14 cepas DT104 y en una
DT104B hemos detectado los dos integrones (aadA2 sull y blapse.; sull) que flanquean la

region de resistencia, y los genes floR y tetG que se localizan en el centro.

También 2 de las seis cepas del fagotipo U302 presentaban este agrupamiento
génico propio de la SGI1. Se ha descrito al menos una cepa U302 de origen irlandés con
un perfil de integrones idéntico a DT104 (Daly et al., 2000), y en un estudio realizado en el
Reino Unido 33 de 39 aislados de U302 eran portadores de los genes blapsg.1, aadA2 y

tetG (Walker et al., 2001), lo que nos sugiere que contenian la SGI1.

Aunque una de las 4 cepas [4,5,12:i;—] presentd un patrén dee resistencia
ApCmSmSuTcGeNiTp compatible con la presencia de SGI1, no pudo detectarse en ella
ninguno de los genes de resistencia descritos.Guerra et al. (2001) han descrito la
presencia del gen blargm.1, junto a otros genes de resistencia, albergados en integrones de
clase | en plasmidos de 120-140 kb (estos Ultimos portadores de la region spv
caracteristica de los plasmidos de virulencia de Salmonella), en las cepas atipicas
[4,5,12:i:—] aisladas en el Principado de Asturias. La asociacion de genes que codifican f3-
lactamasas tipo TEM y PSE al plasmido de virulencia se ha observado también en cepas
de S. typhimurium (y raramente, de S. enteritidis) aisladas en Francia, y los genes de
resistencia pudieron transferirse por conjugacion, aparentemente en el plasmido de
virulencia, aunque no se comprobd la presencia de spv en los transconjugantes
(Llanes,1999). Sin embargo, es muy probable que ocurra asi, ya que se ha demostrado
que el plasmido de virulencia de S. typhimurium es autotransmisible por conjugacion
(aunque no en todas las cepas) gracias a la presencia de genes del operdn tra homologos
a los del plasmido F (Ahmer et al., 1999). En las cepas estudiadas en este trabajo se ha
comprobado la movilizaciéon del gen blargw.s a E. coli por conjugacion (Fig. R.2.3), y su
localizacién en plasmidos de diverso tamafio (Fig. R.2.4), pero en ninguno de los
transconjugantes se ha detectado la regién spv. Por lo tanto, aunque alguno de los
plasmidos portadores de blargyy tiene dimensiones similares, hay que descartar que se

trate del plasmido de virulencia.



El integrén In-t2, portador de los genes aadAl y oxal, ha sido también localizado
hasta ahora en plasmidos Fl de S. typhimurium, aparentemente asociado al integrén In-tl,
gue codifica resistencia a kanamicina y cloranfenicol (Tosini et al., 1998; Carattoli et al.,
2001; Villa et al., 2002). En este estudio hemos caracterizado un integrén similar (In-C)
pero los resultados negativos obtenidos en la hibridacion con DNA plasmidico y en la
deteccion en transconjugantes indican que se localiza en el cromosoma de S.
typhimurium. La similitud entre los genes aadAl y oxal de In-C e In-t2 es muy alta (98,5-
99%), pero en el caso del gen que codifica la integrasa es méas limitada (91%), lo que
sugiere que el origen de ambos integrones no necesariamente ha de ser Unico, pudiendo
haber captado de forma independiente los mismos genes de resistencia. Hemos
detectado In-C en cepas de distintos fagotipos (U302, 193, 203, PNR y no tipable), y una
de ellas (U302) corresponde al serotipo atipico emergente [4,5,12:i:—]. Esta diversidad se
observa también en los patrones de resistencia, ya que las cinco cepas s6lo muestran en
comun la resistencia mediada por In-C (ampicilina, estreptomicina y sulfamidas), asi como

en los patrones de PFGE, distintos para cada cepa U302.

Cuatro de las cepas portadoras de In-C carecen de otros integrones, pero de la
restante (S. typhimurium 0716) se amplific6 un pequefio fragmento de 190 nt (amplicén D)
gue mostré identidad con el sitio de integracién del InO, un integron descubierto en
Pseudomonas aeruginosa (Bissonnette y Roy, 1992). In0O es un integrén “descargado”, es
decir, que no contiene ningln gen en la region central, y se le ha considerado por ello
como modelo del integrén ancestral. Si realmente el amplicon D pertenece a un integron
completo, se trataria también de un integrén descargado, ya que la amplificacién con los
cebadores utilizados, correspondientes a las regiones constantes 5 y 3', detectaria
cualquier gen localizado en la region central. Esta pendiente la secuenciacién de la region

que rodea al amplicén D para confirmar esta hipoétesis.



4. ANALISIS FILOGENETICO.

Los patrones de PFGE obtenidos en este estudio muestran bastante divergencia
entre las cepas estudiadas (a excepcion de la pertenecientes al fagotipo DT104), ya que
la similitud oscila entre el 69,57% y el 90%. La presencia 0 ausencia de integrones se

muestra muy ligada a las relaciones entre cepas.

Un grupo homogéneo es el formado por las cepas de fagotipo DT104, junto con las
de los fagotipos relacionados DT104B y U302 (portadora de la SGI1). Este resultado
coincide con el obtenido por Daly y colaboradores (2000) mediante PCR aleatoria sobre
cepas aisladas en Irlanda, ya que observaron el agrupamiento de todas las cepas DT104,
DT104b y la Unica PT U302 analizada, que mostraba el mismo perfil de integrones que
DT104.

Se ha propuesto que la presencia de la SGI1 en distintos fagotipos puede ser
debida a cambios en la sensibilidad a fagos mas que a la transferencia horizontal de la
isla, basdndose en que los perfiles de PFGE son similares entre las cepas portadoras de
la SGI1, independientemente del fagotipo, y diferentes entre cepas del mismo fagotipo
con distintos patrones de resistencia. Nuestros resultados apoyan esta hipétesis de
clonalidad, ya que s6lo una cepa portadora de la SGI1 (fagotipo DT193) aparece alejada
del grupo de cepas SGI1(+). Por el contrario, las cepas U302 y DT104B se agrupan en
funciéon de contener o no la SGI1. En el andlisis mas completo de cepas U302 que
conocemos (Walker et al., 2001) se llega a la misma conclusion: las cepas U302 con perfil
de resistencia tipo DT104 se agrupan con ese fagotipo, y las restantes muestran patrones
diversos de PFGE. Puede pensarse que la presencia de la SGI1, que ocupa 43 kb, tenga
un peso elevado en el perfil de PFGE. Sin embargo, su presencia se caracteriza en la
digestidon con Xbal principalmente por la aparicién de un fragmento de 10-12 kb (Briggs y
Fratamico, 1999; Lai-King et al., 1999), y en el andlisis que hemos realizado no se han
considerado fragmentos inferiores a 50 kb (¢,es asi? corrigelo si no).

En cualquier caso, la SGI1 puede ser transducida por fagos del tipo P22, y ésta es
la explicacion mas logica de su presencia en otros serotipos, como Paratyphi B o Agona
(Meunier et al., 2002; Boyd et al., 2001).



La presencia del integron In-C parece también relacionada con el grado de
parentesco, con independencia del fagotipo, pero sélo se han analizado 3 cepas.

Mas reducido ha sido aun el analisis de las cepas [4,5,12:i:—] pero han sido
comparadas con una variedad de cepas de S. typhimurium. En otros casos la
comparacién se ha hecho fundamentalmente con DT104 (Agasan et al. 2002), o las cepas
[4,5,12:i:—] presentaban un perfil homogéneo de multirresistencia (Guerra et al., 2000).
Estas diferencias pueden explicar que, en nuestro estudio, las dos cepas se distribuyan
de un modo que parece depender del fenotipo de resistencia, o seguir simplemente un
patron aleatorio, mas que reflejar un carécter propio del serotipo. En este aspecto, el
resultado apoyaria la hip6tesis de que [4,5,12:i:—] deriva de S. typhimurium (Echeita et al.,
2001), pero también en este caso es evidente que no pueden sacarse conclusiones del
andlisis de dos cepas.

En resumen, la muestra de cepas analizada, que corresponde a un periodo de 2
afios y a infecciones externas, muestra un patron muy diverso en el que los casos de

clonalidad parecen ligados a la presencia de determinados integrones de resistencia.
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La evolucion de serogrupos de Salmonella aislados en la Ciudad Sanitaria
“La Paz” muestra un predominio claro del D 9 de manera creciente en los
ultimos afos con respecto al B 4, pero en 1996 se produjo una inversion en

esta tendencia. Otros serogrupos minoritarios aislados han sido C1-7 y C2-8.

Este predominio no se corresponde con el nivel de resistencia, que ha sido

mayor en el serogrupo B 4 para la mayoria de los antibidticos.

Los antibidticos para los que se observa una tendencia ascendente en el
porcentaje de cepas resistentes desde el comienzo del estudio han sido la

ampicilina y el &cido nalidixico.

La resistencia a ampicilina es transmisible por conjugacién en la mayoria de
los casos (71%), y se debe a la presencia del gen blargw en plasmidos de
diversos tamafios. EI 52% de las cepas posee también el gen blapsg1 ¥ un

1,5% el gen oxa-1, pero en ninguna cepa coexisten estos dos genes.

La resistencia a amoxicilina/clavulanico no parece atribuirse en estas cepas a
la produccion de R-lactamasas de tipo IRT, segun se deduce de la secuencia
del gen blargy de una cepa elegida al azar, sino a la asociacién de dos B3-
lactamasas, TEM y OXA o TEM y PSE.

El gen blapse; se localiza en un integrén asociado a la denominada “Isla
Genomica de Salmonella-1" (SGI 1) junto con genes que codifican resistencia
a tetraciclina y florfenicol/cloranfenicol y otro integron portador del gen aadA2
de resistencia a estreptomicina. El gen oxal forma parte de un integron,
denominado In-C, que contiene también el gen aadAl de resistencia a

estreptomicina. Todos estos genes se localizan en el cromosoma bacteriano.

La presencia de la isla gendmica de resistencia se relaciona estrechamente
con el fagotipo 104, mientras que no hay relaciéon entre la presencia del

integrén In-C y el fagotipo.
Las cepas portadoras de la isla gendmica de resistencia muestran una

distribucién clonal, segun se deduce del analisis por PFGE, mientras que el

resto de las cepas estudiadas muestran poca relacién entre si.
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1. ESTUDIO DE EVOLUCION DE RESISTENCIAS

Se realizé con los datos obtenidos de aislados de muestras remitidos al Servicio de
Microbiologia del Hospital Universitario “La Paz” durante el periodo comprendido entre el 1 Enero del
afio 1990 y el 31 diciembre del afio 2001.

e El aislamiento de las cepas de Salmonella se realiz6 en medio selectivos diferenciales
segln las muestras.

e La identificacidn bioguimica de los aislados se realizé por el sistema semiautomatico GNI

(Gram negative identification ) Vitek® o el sistema Wider® a partir del afio 2000.

o Elserogrupo se determiné con los antisueros especificos (Difco®, Laboratorios) mediante
aglutinacion en porta.

e La sensibilidad a los distintos antibidticos se realiz6 por el método PASCO® (Francisco
Soria Melguizo S.A.) hasta 1999 y con el sistema semiautomatico WIDER ® (BioMerieux)
a partir del afio 2000. Ambos utilizan el sistema de microdiluciones y siguen los criterios
de la NCCLS para determinar la susceptibilidad de los microorganismos a los distintos

antibioticos.

Tabla M.1: Puntos de corte determinados por la NCCLS para los distintos antibiéticos I

CMI (ug/ml)
Antibiotico Sensible Intermedio Resistente

Ampicilina <=8 16 >=32

Amoxicilina/clavulanico <=8/4 16/8 >=32/16
Cefazolina <=8 16 >=32
Cefuroxima <=8 16 >=32
Gentamicina <=4 8 >=16
Nitrofurantoina <=32 64 >=128
Trimetoprin/sulfametoxazol <=2/38 - >=4/76
Tetraciclina <=4 8 >=16
Cloranfenicol <=8 16 >=32

e Las cepas fueron conservadas en viales CRYOBANK® (Mast diagnostics) segun las

indicaciones del fabricante a una temperatura de —70 °C desde su aislamiento hasta el

momento de su estudio.

e Los datos recogidos fueron los siguientes:
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DATOS CORRESPONDIENTES AL PACIENTE:

Edad
Sexo
Servicio de procedencia

Enfermedad de base en caso de sepsis por Salmonella spp.

DATOS CORRESPONDIENTES A LA MUESTRA:

Fecha de aislamiento

Tipo de muestra.

DATOS CORRESPONDIENTES AL AISLADO:

Serogrupo.

Sensibilidad a los siguientes antibidticos:

Ampicilina
Amoxicilina/clavulanico
Piperacilina

Cefazolina

Cefuroxima
Cefotaxima

Acido nalidixico
Ciprofloxacino
Gentamicina

Cotrimoxazol
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2. ESTUDIO MOLECULAR

Realizado en el departamento de Microbiologia de la Facultad de Farmacia en la Universidad

Complutense de Madrid.

2.1.MEDIOS UTILIZADOS PARA EL CRECIMIENTO DE LAS CEPAS:

e MEDIO LB (LURIA BERTANI).

Composicion:
Triptona 10g
Extracto de levadura 59
Cloruro sédico 10g
Agua destilada c.s.p. 11

Se ajusto el pH a un valor de 7 con NaOH 0,1 N y se esterilizé el medio en autoclave durante
20 minutos a 121 °Cy a 1 atmésfera.

El medio sélido se prepar6 de la misma manera afiadiendo 20 g/l de agar.

e MEDIO CON ANTIBIOTICOS

Se prepard medio con antibiéticos para seleccionar los transconjugantes tras la conjugacion y

para crear presién antibiética que permitiera a las células conservar el plasmido.

CONCENTRACION DE LAS SOLUCIONES MADRE DE ANTIBIOTICOS:

ampicilina 100 mg/ml

acido nalidixico 25 mg/ml

Se afiadio en todos los casos 1 pg/ml de solucién madre al medio base LB para conseguir la

concentracion final de 100 pg/ml de ampicilina y 25 pg/ml de &cido nalidixico.

2.2. CONJUGACION

Se realiz6 la conjugacion de las cepas seleccionadas con E.coli aDH5 para comprobar si los

plasmidos objeto de estudio eran o no conjugativos.

La cepa receptora mostraba resistencia al ac.nalidixico y era sensible a ampicilina. Las cepas

de Salmonella eran todas resistentes a ampicilina y sensibles a ac.nalidixico.
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2.2.1. CONJUGACION EN MEDIO SOLIDO

> Se incubaron las cepas a conjugar y la cepa receptora (E.coli) en medio liquido LB durante

18 horas y a 37 °C en agitacion.

> En una placa de LB sin antibiéticos se depositaron 200 ul de E. coli y sobre él, 20 ul de
Salmonella sin extender por la placa y procurando que la gota quedara lo mas delimitada

posible.

> Se incubd la placa a 30 °C durante 4 horas. Pasado este tiempo se sembr6 la gota en un
medio selectivo con ampicilina y ac. nalidixico y se incubd a 37 °C durante 24 horas. En este
medio crecen Unicamente las colonias de E. coli que han adquirido el plasmido de resistencia
a ampicilina de las cepas de Salmonella correspondientes.

> Se estudiaron las resistencias de las colonias resultantes mediante el sistema WIDER®.

2.2.2 CONJUGACION EN MEDIO LiQUIDO

> Se parti6 de los cultivos en fase exponencial y se centrifugaron para eliminar el sobrenadante

con los restos de antibi6tico.

> Se resuspendieron las células en un volumen igual de LB estéril y se incub6 una mezcla de

900 pl de E. coliy 100 ul de Salmonella a 30 °C durante 4 horas.
> De este medio original se realizaron diluciones de 10™,10?y 10,

> Se sembraron 100 ml de cada dilucién en LB con ampicilina y acido nalidixico y se estudiaron

las resistencias de las colonias resultantes mediante el sistema WIDER®.
2.3. EXTRACCION Y VISUALIZACION DEL DNA.

2.3.1. EXTRACCION DE DNA GENOMICO DE BACTERIAS.

Para ello se sigui6 el procedimiento descrito por Ausbel (Ausbel et al., 1993). Se cultivaron las
bacterias hasta fase estacionaria, posteriormente se lisaron y se eliminaron las proteinas por
tratamiento con proteinasa K. Los restos de membrana, polisacéridos y restantes proteinas se

eliminaron mediante precipitacion selectiva con CTAB (N-cetil-N, N,N-trimetil-amonio bromuro), y el

DNA del sobrenadante obtenido se precipitd con isopropanol.
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DESCRIPCION DEL METODO

1.- Cultivar el microorganismo en medio LB durante toda la noche a 37 °C, con agitacion (200

rpm) y en las condiciones adecuadas de seleccion de antibiotico.

2.- Recoger las células de 3 ml de cultivo centrifugando 1 minuto a 13.000 rpm. Eliminar el

sobrenadante.

3.- Resuspender el precipitado en 550 pul de tampén TE.

4.- Afiadir 30 ul de SDS al 10% y 3 ul de proteinasa K para obtener una concentracion final de
100 ug/ml de proteinasa K en SDS al 0,5%. Mezclar e incubar 1 hora a 37 °C (en el caso de que se

parta de 10 ml de cultivo se multiplicaran todas estas cantidades por 10).

5.- Afadir 100 ul de NaCl 5 M y mezclar vigorosamente. Este paso es muy importante, ya que
si la concentracién de sal se encuentra por debajo de 0,5 M el CTAB formara un complejo insoluble

con el DNA precipitandolo.

6.- Afadir 80 ul de la solucion CTAB/NaCl previamente redisuelto en un bafio a 65 °C y

mezclar. Incubar durante 10 minutos a 65 °C.

7.- Afadir 300 pl de cloroformo/alcohol isoamilico y 30 ul de fenol. Mezclar vigorosamente
hasta que adquiera un color blanquecino y centrifugar 10 minutos a 13.000 rpm. En este paso se

eliminan los complejos CTAB-proteinas/polisacéaridos.

8.- Recoger la fase acuosa con mucho cuidado de no tocar la interfase y afadir igual volumen
de cloroformo/alcohol isoamilico, mezclar y centrifugar 5 minutos a 13.000 rpm. En algunas especies
bacterianas la interfase que se forma tras la extraccion con cloroformo no es lo suficientemente
compacta dificultando la separacion de la fase acuosa. En estos casos se puede eliminar la interfase

con un palillo estéril (libre de DNAsas) antes de recoger la fase acuosa.

9.- Los restos de los complejos insolubles de CTAB son eliminados mediante una nueva

extraccion con fenol/cloroformo.

10.- Transferir la fase acuosa a un eppendorf y afadir 0,6 volimenes de isopropanol
previamente enfriado a —20 °C. No es necesario afiadir sales ya que la cantidad de NaCl presente en
a solucién es suficiente para precipitar el DNA. Tras afadir el isopropanol invertir varias veces el

eppendorf hasta que aparezca un precipitado blanquecino (hebras de DNA).
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11.- Centrifugar 15 minutos a 13.000rpm Yy lavar el precipitado con 100-200 ul de etanol al

70% para eliminar los resto de CTAB.
12.- Secar el DNA y resuspender en 100 ul de tampén TE o agua bidestilada. La resuspension
puede tardar una hora debido al elevado peso molecular del DNA. Para facilitarla se puede llevar a 65

°C 10 minutos y posteriormente al hielo.

13.- Conservar a —20 °C.

SOLUCIONES NECESARIAS PARA EL ENSAYO

-Solucion de CTAB/NaCl
Disolver 4,1 g de NaCl 0,7 M en 80 ml de agua y afiadir 10 g de CTAB al 10%.
Si es necesario calentar a 65 °C para disolverlo.
Ajustar el volumen a 100 ml.
2.3.2. EXTRACCION DE DNA PLASMIDICO DE Escherichia coli
Se utiliz6 el método descrito por Birboim y Doly (1979) con algunas modificaciones que se

especifican a continuacion:

DESCRIPCION DEL METODO

1.- Cultivar la bacteria en 10 ml de LB, suplementado si es necesario con el antibiético

correspondiente, durante toda la noche a 37 °C y con agitacién (200 rpm).

2.- Recoger las células por centrifugacion a 6.000 rpm durante 5 minutos.

3.- Eliminar el sobrenadante y resuspender las células en 200 pl de la solucién de lisis |

previamente enfriada. Incubar 5 minutos a temperatura ambiente.

4.- Anadir 400 pl de la solucion de lisis Il, mezclar por inversion suave del tubo, afiadir 10 pl

de RNasa e incubar 5 minutos a temperatura ambiente.

5.- Afiadir 300 pl de la solucion de lisis Il previamente enfriada, mezclar por inversion suave

del tubo e incubar 10 minutos en hielo.
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6.- Centrifugar 10 minutos a 13.000 rpm y recoger el sobrenadante. Si quedan restos de
precipitado centrifugar nuevamente en las mismas condiciones. Precipitar el DNA por adiciéon de 500

ul de isopropanol, enfriado a —20 °C, e incubar 10 minutos a temperatura ambiente.

7.- Centrifugar durante 10 minutos a 13.000 rpm. Eliminar el sobrenadante y resuspender en

200 pl de TE. Afiadir 200 pl de LiClI 5 M e incubar 5 minutos a —20 °C.

8.- Centrifugar 10 minutos a 13.000 rpm, recoger el sobrenadante y precipitar el DNA por
adiciéon de 2 volumenes de etanol a —20 °C y 0,1 volumen de acetato sédico 3 M. Incubar durante al
menos 20 minutos a —20 °C y centrifugar 10 minutos a 13.000 rpm. Eliminar el sobrenadante y lavar el
precipitado con 200 ul de etanol al 70% enfriado a —20 °C. Centrifugar 5 minutos a 13.000 rpm,
eliminar el sobrenadante y secar el DNA al vacio. Resuspender en 20 pul de TE (Tris-HCI 10 mM, pH
8.0; EDTA 1 mM) o agua.

Normalmente 1 ul de esta solucién contiene el DNA suficiente para visualizarlo en un gel.

SOLUCIONES NECESARIAS PARA EL ENSAYO

-Solucién de lisis |

Glucosa 50 mM
EDTA 10 mM
Tris-HCI 25 mM pH 8.0

-Solucion de lisis |l
NaOH 0,2N
SDS 1%
Debe prepararse antes de su uso a partir de NaOH 2 N y SDS al 10%.

-Solucién de lisis Il

Acetato potasico 29,4 ¢
Acético glacial 11,5 ml
H,O hasta 100 ml

2.3.3.EXTRACCION DE DNA PLASMIDICO DE Salmonella.

Se utiliz6 el método de Kado y Liu (1981).
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DESCRIPCION DEL METODO

1.- Cultivar el microorganismo en 3 ml de LB a 37 °C con agitacién (200 rpm) durante 12

horas.

2.- Recoger 2 ml de cultivo por centrifugacion durante 5 minutos a 6000 rpm.

3.- Eliminar el sobrenadante y resuspender el precipitado en 200 ul de TE.

4.- Lisar las células por adicion de 400 pl de la solucién de lisis (lauril-sulfato sédico al 3% en
Tris-HCI 50 mM, pH 12,6) mezclando por inversion suave del tubo. Incubar a 60 °C durante 20

minutos.

5.- Afiadir 1 volumen de fenol/cloroformo (v/v) y centrifugar a 13.000 rpm, 5 minutos.

6.- Recoger la fase acuosa y proceder igual que en el punto anterior.

7.- Tratar la fase acuosa con cloroformo: alcohol isoamilico (24:1). Centrifugar 5 minutos a

13.000 rpm y recoger la fase superior.

8.- Precipitar el DNA con 2 volumenes de etanol de 98° previamente enfriado, y 0,1

voliumenes de acetato sodico 3 M. Incubar a —20 °C durante al menos 20 minutos.

9.- Centrifugar durante 15 minutos a 13.000 rpm. Lavar el precipitado con etanol al 70% y

secar al vacio.

10.- Resuspender en 20 pl de agua o TE (Tris-HCI 10 mM, pH 8.0;EDTA 1 mM)

2.4. ELECTROFORESIS EN GELES DE AGAROSA.

Se afiadié al DNA 1 ul de tampon de carga por muestra y se realizo la electroforesis segun las
técnicas descritas por Sambrook (Sambrook et al., 1989).

Para observar el DNA extraido se carg6 en geles de agarosa al 0,7% con bromuro de etidio,
se visualizé en un transiluminador de 310 nm de longitud de onda y se fotografié con pelicula Polaroid
y filtro rojo.

Como marcador de pesos moleculares se empleé el marcador de DNA 1 kb Plus DNA Ladder,

suministrado por la casa comercial Boheringer Mannheim.
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PREPARACION DEL TAMPON DE CARGA

15 g sacarosa 50%

3 ml EDTA 0,5M

Trazas de azul de bromofenol
30 ul SDS 10%

2.5. EXTRACCION DE DNA A PARTIR DE GELES DE AGAROSA.

e Realizar una electroforesis del DNA en geles de agarosa ultrapura, Seakem GTG,

suministrada por la marca comercial FMC Bio Products.

e Tedir el gel con bromuro de etidio en un bafio durante 15 minutos, tras esto irradiar con
luz ultravioleta mediante una lampara o transiluminador, cortar las bandas que interesen

por tamafio e introducir en un eppendorf.

e Para la elucién del DNA se siguieron las instrucciones de los fabricantes del Sephaglas
Band Kit (Pharmacia).

2.6. HIBRIDACION DE MEMBRANAS CON SONDAS ESPECIFICAS

2.6.1. TRANSFERENCIA DE DNA DE GEL A MEMBRANA.

Para la transferencia de DNA de los geles de agarosa a soportes sélidos se utilizaron
membranas de nylon cargadas positivamente (Boehringer) y se siguié el método de transferencia
capilar de Southern 1975.

El grado de transferencia del DNA depende de la concentracién de agarosa asi como del
tamafio de los fragmentos del DNA que se quieran transferir, tamafios del orden de 1 Kb se
transfieren desde un gel del 0,7% en una hora, fragmentos mayores del 15 Kb requieren al menos 18
horas, e incluso a veces, la transferencia es incompleta. Esto se puede solventar depurinizando
parcialmente el DNA con un &cido fuerte, la hidrélisis se completa con un tratamiento con un alcali
fuerte que rompera los enlaces fosfodiéster en los sitios donde se haya producido la depurinizacion.
Tras este tratamiento los fragmentos grandes de DNA tienen un tamafio no mayor de 1 Kb de
longitud, permitiendo su transferencia de una forma eficaz. La transferencia por capilaridad se realiz6

por condiciones neutras o por condiciones alcalinas.

Los fragmentos de DNA son arrastrados del gel mediante un flujo de liquido por la accién

capilar establecida por una pila de papel absorbente seco segun ilustra la figura M.1.
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Ox///—’ Peso 5009
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Cristal
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Papel de celulosa

> Papel Whatman 3MM
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Membrana

GEL DE AGAROSA

Puente de papel
Buffer: SCC 20x Whatman

Figura M.1. Transferencia del DNA del gel de agarosa a membranas de nylon para su posterior hibridacion .

PREPARACION DEL GEL ANTES DE LA TRANSFERENCIA

Para transferir el DNA del gel a membrana deben utilizarse geles sin bromuro de etidio; para
visualizar el DNA se tifie el mismo en un bafio de BrEt 100 pg/ml durante 10 minutos. Posteriormente
se lava el gel con agua bidestilada y se deja en una solucién de HCI 0,25 M durante 15 minutos a T2

ambiente para lograr la depurinizacion.

DESCRIPCION DEL METODO

e Afadir solucion 1y dejar 30 minutos en agitacion. Eliminar la solucién y repetir la operacion otros
30 minutos.

e Lavar el gel con agua destilada

e Afadir solucion 2 y dejar 30 minutos en agitacion. Repetir la operacion.
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SOLUCIONES NECESARIAS PARA EL ENSAYO

-Solucién 1

-Solucioén 2
87,6 g NaCl _
20 g NaOH 157,6 g tris HCI
agua destilada csp 1I. 87,6 g NaCl
Autoclavar la solucion agua bidestilada csp 1.
Ajustarel pHa7
-SSC 20x Autoclavar la solucion.
175,5 g NaCl

88,22 g Citrato trisédico
agua destilada csp 1l.

Autoclavar la solucién.

Después de una noche, se puede desmontar el dispositivo.
Secar la membrana entre dos papeles Whatman

Fijar a 80 °C durante un tiempo no menor a 1 hora.

2.6.2. MARCAJE DEL DNA SONDA PARA LA HIBRIDACION

El DNA se marco por incorporacion al azar de dUTP unido a la digoxigenina. La cantidad de
DNA marcado depende de la cantidad de prueba de la que se haya partido, asi para 1 ug de DNA
prueba se obtienen 260 ng de DNA marcado. La sonda asi marcada se puede almacenar sin pérdida

de eficiencia a —20 °C durante 1 afio.

Se partid de 2 a 3 ug de DNA sonda que se desnaturalizo por calentamiento a 100 °C durante

10 minutos, enfriAndolo a continuacién inmediatamente en hielo.

Se afiadieron 2 ul de hexanucleétidos aleatorios, 2 ul de la mezcla de dNTPs de marcaje,
agua estéril hasta 19 ul, y 1 ul del fragmento Klenow de la DNA polimerasa | de E.coli. Se incubd de
16 horas a 37 °C. La reaccién se paré afadiendo 2 ul de EDTA 0,2 M pH 8 y se precipité a

continuacion el DNA marcado. El pelet obtenido se resuspendio en 50 ul de TE.
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2.6.3. HIBRIDACION DE LA MEMBRANA CON SONDAS ESPECIFICAS
PREHIBRIDACION

Se incubd la membrana en rotacidon durante 2 horas a 65 °C con 50 ml de solucion de
prehibridacion y 125 ul de esperma de salmdn previamente desnaturalizado a 100 °C. Se separaron
dos alicuotas, una para la prehibridacién y la segunda para utilizar junto con la sonda para la
hibridacion.

El esperma de salmén asi como el agente bloqueante de la solucién de prehibridacién tienen
la funcidon de unirse de forma inespecifica al DNA recubriéndolo por completo. Cuando la sonda
hibrida con su zona especifica, desplazara tanto al agente bloqueante como al esperma de salmén
consiguiéndose asi una unién mas especifica y reduciendo en lo posible el ruido de fondo que pudiera
existir.

HIBRIDACION

Se afadié a la segunda alicuota de la solucién anterior la sonda especifica en cada caso,
previamente desnaturalizada (100 °C durante 10 minutos) y se incub6 en las mismas condiciones
durante toda la noche..

LAVADOS DE HIBRIDACION

Se realizaron en este paso varios lavados para eliminar el exceso de sonda que no se habia fijado
a las zonas especificas del DNA de la siguiente forma:

e Lavar cada membrana 2 veces durante 5 minutos a temperatura ambiente con 25 ml de solucion
de lavado 1.

e Lavar cada membrana 2 veces durante 15 minutos a 65 °C con 25 ml de solucién de lavado 2.

e Enjuagar cada membrana con 25 ml de Buffer 1 1x

EQUILIBRADO

En esta etapa se afiadieron los anticuerpos antidigoxigenina que se uniran a los antigenos

presentes en la sonda marcada:

e Afadir 25 ml de Buffer 2 a cada botella y dejar 30 minutos a temperatura ambiente.
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Eliminar.

Afiadir 25 ml de Buffer 2 mas 5 ul de anticuerpos antidigoxigenina a cada botella.

Incubar 30 minutos a temperatura ambiente.

Lavar cada membrana 2 veces durante 15 minutos a temperatura ambiente con 25 ml de Buffer 1.
REVELADO

Para ello se utiliza el sustrato quimioluminiscente CSPD ® (Roche) que permite detectar de
una forma rapida y sensible distintas biomoléculas, imprimiendo la sefial en un film que es
posteriormente revelado. Este proceso se realiz6 en las siguientes etapas:

e Lavar cada membrana durante 5 minutos a temperatura ambiente con 24 ml de solucién 3.

e Preparar por membrana 1 ml de solucion 3 méas 10 ul de CSPD® y colocar sobre las mismas en el

soporte fotogréfico.

e Cerrar e incubar durante 5 minutos a temperatura ambiente.

e Preincubar 37 °C durante 10 minutos para incrementar la reaccion de luminiscencia.

e Colocar el film fotografico en oscuridad.

e Esperar 30 minutos para el revelado.

e Revelar el film fotografico.

Una vez revelado y seco se puede limpiar con lejia para observar las bandas con mayor nitidez.

DESHIBRIDACION

Las membranas se pueden deshibridar para volver a hibridar posteriormente con otras

sondas.

Para ello se procede del siguiente modo:

e Colocar las membranas de nuevo en las botellas.

e Lavar cada membrana con 25 ml de agua bidestilada.
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¢ Afadir 25 ml de solucion de deshibridacién en cada botella e incubar durante 15 minutos a 65

°C.

e Lavar cada membrana 3 veces con SSC 2x durante 5 minutos a temperatura ambiente.

e Conservar el SSC 2x en bolsas cerradas herméticamente.

SOLUCIONES NECESARIAS PARA EL ENSAYO

-Solucién de hibridacién

12,5 ml de SSC 20x

0,5 g agente bloqueante
200 pl SDS 10%

0,1 g laurilsarcosina

agua bidestilada csp 50 ml

-Solucién de lavado 1

5 ml de SSC 20x
0,5 ml de SDS 10%
agua bidestilada csp 50 ml

-Solucién de lavado 2

0,25 ml de SSC 20x
0,5 ml de SDS 0,1%

agua bidestilada csp 50 ml
-Solucion 3
5 ml de Buffer 3

1,75 ml Cloruro de Magnesio 1 M

agua bidestilada csp 50 ml

Las cantidades especificadas son para 1 membrana

-Buffer 1 10x

58 g Ac maleico 100 mM
4,383 NaCl 150 mM

0,3% Tween 20

agua bidestilada csp 500 ml
Ajustar pH a 7,5

-Buffer 2

75 ml Buffer 1

0,75 agente bloqueante

-Buffer 3

30,27 ml Tris HCI 100 mM
14,5 ml NacCl

agua bidestilada csp 500 ml
Ajustar pH a 9,5

-Solucién de deshibridacién
0,25 ml SDS 10%

2,5ml NaOH 2 N

agua bidestilada csp 25 ml
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-SONDAS UTILIZADAS: TEM, PSE, SPV.

Se obtienen de los productos de PCR con los cebadores TEM-1y 2 , PSE-1y 2y SPV-1y 2

respectivamente (Tabla M.3) y el marcaje se realiza como se menciona en el apartado 2.6.2.

2.7.TRATAMIENTOS ENZIMATICOS DE DNA.

2.7.1. DIGESTION CON ENDONUCLEASAS DE RESTRICCION.

Se realizé la restriccion del DNA cromosémico para hacer la transferencia a membrana y

posterior hibridaciéon con sondas especificas

La digestién del DNA realizé segun lo indica Sambrook (Sambrook et al., 1989), empleando el

material distribuido por Boehringer Mannheim.

Se utilizé la enzima de restriccion EcoRV que tiene 100% de actividad en Buffer B.

Las proporciones utilizadas fueron las siguientes:

Buffer B Enzima EcoRV RNAsa Agua bidestilada DNA cromosoémico
2l 0,5 ul 1,5l 16 ul 40 pl

La mezcla permanecié a 37 °C durante toda la noche (el tiempo puede oscilar entre 4 y 24 h).

2.7.2. AMPLIFICACION DE DNA MEDIANTE REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

Para la amplificacion del DNA se utilizé la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)

empleando el termociclador Perkin Elmer Cetus modelo DNA Thermal Cycler.

Los dNTP’s fueron suministrados por la casa comercial Boehringer Mannheim.

El DNA molde utilizado es el procedente de la suspension de una colonia del cultivo en 100 pl
de H,O destilada estéril. Mediante este método se consigue disminuir los preparativos para montar

una reaccion de PCR, ya que se evitan las etapas de extraccion de DNA y su posterior purificacion
(Tabla M.2.).
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Tabla M.2: Componentes necesarios para la reaccion en cadena de la

polimerasa

COMPONENTE VOLUMEN | CONCENTRACION FINAL
H,O destilada estéril 20 ul
Tampo6n Il PCRx10 10 ul 1x
DGTP 2,5 mM 2 ul 0,05 mM
DCTP 2,5 mM 2 ul 0,05 mM
DATP 2,5 mM 2 ul 0,05 mM
DTTP 2,5 mM 2 ul 0,05 mM
Cebador 1 10wl 5 picomoles/pl
Cebador 2 10 5 picomoles/ul
DNA molde 10 wl

Se desnaturaliza el DNA molde por calentamiento a 97 °C durante 10 minutos. Mientras tanto

se prepara los restantes componentes de la reaccion de PCR:

COMPONENTE VOLUMEN CONCENTRACION FINAL

H,O destilada estéril 23 pl
MgCl, 25 mM 8 ul 2 mM
DNA Polimerasa 1l

Esta mezcla de la enzima DNA polimerasa, del MgCl, y del H,O destilada estéril, se afiade
una vez han transcurrido los 10 minutos de desnaturalizacién a 97 °C para no someter a la enzima a
altas temperaturas durante mas tiempo del necesario. Las DNA polimerasas utilizadas fueron la Taq
DNA polimerasa™ (Boehringer Mannheim), y la Expand Hight fidelity PCR system de Roche cuando
el producto de la PCR iba a ser secuenciado.

A continuacién se describen las fases que tiene lugar durante la reaccién de amplificacion:

Fase de desnaturalizacion:

e Temperatura: 92 °C; permite la separacion de las dos hebras de DNA molde.
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e Tiempo: 2 minutos. No es conveniente prolongar excesivamente los periodos de
desnaturalizacidon porque, aunque la Taqg polimerasa es resistente a estas temperaturas,

una excesiva exposicion a las mismas reduce su actividad.

Fase de hibridacién: Es la fase mas critica, ya que existen muchos factores que pueden
interferir en la unién de los cebadores. La eficiencia del proceso esta condicionada a la fuerza idnica,
concentracion de los cebadores, disponibilidad de sitios de alineamiento y presencia de posiciones
competidoras.

e Temperatura: Depende de la temperatura de desnaturalizacion de los oligonucleétidos,
gue se puede calcular segun la férmula:Tm= 4(G+C)+2(A+T). La temperatura que se
empleara en esta fase sera de 8 °C inferior a la Tm calculada. Para evitar problemas de
especificidad y eficacia en la reaccién de amplificacién, se deberan disefiar pares de
oligos con Tm similares.

e Tiempo: 30 segundos.

Fase de sintesis: En esta fase la Taqg polimerasa sintetiza la cadena complementaria.

e Temperatura: 72 °C.

e Tiempo: Depende de la longitud del fragmento a sintetizar; segmentos de 500 pb se
pueden elongar en 30 segundos, mientras que en el caso de que sean de 500-1500 pb,
habra que prolongar esta fase a 60 segundos, y fragmentos mayores requeriran 90

segundos 0 mas.

Estas tres fases que constituyen un ciclo se repiten 29 veces, para generar una cantidad

suficiente de producto amplificado, mientras la Taq polimerasa se mantenga activa.

Se realiza un Ultimo ciclo con una fase de desnaturalizacion y de alineamiento idéntica a las
de los apartados anteriores, pero con una fase de sintesis a 72 °C que dura 10 minutos con el fin de
completar zonas no sintetizadas en los ciclos anteriores.

Por ultimo se cargaron 5 pl de la reaccién en un gel de agarosa para verificar que se habia

producido la amplificacion.

Los cebadores empleados dependen del objetivo de la PCR (Tabla M.3.).

116



Material y métodos

Tabla M.3: Cebadores empleados para las diferentes amplificaciones.

OBJETIVO DE LA PCR

Secuencia 5-3"

Secuencia 5-3"

Amplificacion del gen|TEM 1 (T-1) TEM 2 (T-2)

blatey AAAGATGCTGAAGATAAGTTG GTCTGACAGTTACCAATGCTT

Amplificacion  del gen|PSE 1 (P-1) PSE 2 (P-2)

blapse AATGGCAATCAGCGCTTCCC GGGGCTTGATGCTCACTCCA

Busqueda de integrones 5°CS (I-1) 3'CS (I-2)
GGCATCCAAGCAGCAAG AAGCAGACTTGACCTGA

Amplificaciéon de los genes | CL-1 (C-1) TET-2 (T-2)

tety flo CACGTTGAGCCTCTATATGG AGCAACAGAATCGGGAACAC

Amplificaciéon del gen sul | SUL 1 (S-1) SUL 2 (S-2)
TCGGATCAGACGTCGTGGA CCAGCCTGCAGTCCGCCT

Amplificacion del gen spv | SPV 1 SPV 2

ACTCCTTGCACAACCAAATGCGGA

TGTCTTCTGCATTTCGCCACCATCA

2.8. CROMATOGRAFIA EN COLUMNA DE LOS PRODUCTOS DE PCR.

Mediante esta técnica se consigue eliminar del producto de PCR todos los reactivos sobrantes

de la reaccién (sales, restos de cebadores....) de esta forma conseguimos purificar el fragmento

amplificado. Se utilizé para ello el sistema Geneclean® Il de la casa comercial Q Biogene siguiendo

las instrucciones del fabricante.

2.9. SECUENCIACION AUTOMATICA DEL DNA.

La secuenciacidn automatica se realizé en el secuenciador ABI PRISM 377 DNA Sequencer

(Perkin Elmer).

2.9.1. SECUENCIACION DE DNA PLASMIDICO

Se realizé la extraccién segun lo descrito en el apartado 2.3.3. y se secuencio el DNA
plasmidico utilizando los cebadores TEM 1y TEM 2 (Tabla M.3)

Con objeto de mejorar la secuencia de los extremos del gen blargy se disefiaron los cebadores

internos TT1y TT2 que permitieron completar la secuencia sin ambigiiedades (Figura M.2.).
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TEM 1 TEM 2
4—

Figura M.2: Esquema de secuenciacién del gen blargy partiendo de DNA plasmidico. I

TTL.TTACTCTAGCTTCCCGGCAA; Tm 63,6 °C
TT2: GATGCTTTTCTGTGACTGGTGAG ; Tm 64,9 °C

2.9.2. SECUENCIACION DE PRODUCTOS DE PCR

2.9.2.1. SECUENCIACION DE LOS DOS AMPLICONES (A Y B)

Los dos integrones se encontraron simultdneamente en las mismas cepas y debido a su
similar tamafio hubo que recurrir a diferentes estrategias para su separacién y posterior
secuenciacién. Se denomind al amplicon de menor tamafio A (1000 pb), y al de mayor tamafio B
(1200 pb).

AMPLICON A:

Se cargo el producto de PCR en un gel de agarosa al 1% para permitir una mayor separacion
entre las bandas. Tras la electroforesis se procedié a la elucién de la banda siguiendo el
procedimiento detallado en el punto 6 y tras la obtencion de la misma se realizé una PCR del
resultado de la elucion para conseguir una mayor concentracion para realizar la secuenciacion. El
producto de la PCR se pas0 por una columna de cromatografia como se detalla en el punto 10 y se

secuencid con los cebadores I-1 e 1-2 (Tabla M.3.)

Para terminar la secuencia y eliminar las ambigliedades se disefiaron dos cebadores internos

que permitieron la secuencia completa del producto de PCR en doble cadena.

IA-1: CGCTGCCGGACCTACCAA; Tm 69,6 °C
IA 2: ATGACATTCTTGCGGGTATCT,; Tm 62,2 °C
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AMPLICON B:

Se intentd la misma estrategia que en el caso anterior, pero cuando se realizé la PCR de la
banda eluida se amplificaron de nuevo los dos integrones, probablemente como consecuencia del

arrastre de la banda pequenia.

Se recurrié a una segunda estrategia que consistié en realizar una PCR con los cebadores I-1
y P-2 (Tabla M.3.) de la colonia que portaba este integréon. Para terminar la secuencia y eliminar las
ambigledades se disefiaron dos cebadores internos IB-1 e IB-2 que permitieron la secuencia

completa del producto de PCR en doble cadena de igual modo que muestra la figura M.3.

IB-1: ATCAGGCTCAATACGGTCTA,; Tm 58.7 °C
IB 2.,TAGACCGTATTGAAGCCTGAT,; Tm 58.7 °C

2.9.9.2. SECUENCIA DEL AMPLICON C.

Debido al gran tamafio del amplicén, se realizaron seis cebadores internos que permitieron la

secuencia del fragmento completo en doble cadena.

IC 1: GGATAACGCCACGGAATGATGT; Tm 68,7 °C

IC 11: GGCCGTCCCGACTTGATTGAA; Tm 72,2°C

IC 111: GCGAAACCCAAACAACAGAAAATT,; Tm 67.5°C
IC 2: GGAACAGCAATCATACACCAA; Tm 62,3 °C

IC 22: GCGATCACCATTCTAAACACACTA; Tm 63.8 °C
IC 222: GGTATCTTCGAGCCAGCCACG; Tm 70.0°C

2.10. SOPORTE INFORMATICO.

Se consultaron bancos de genes y proteinas del EMBL (European Molecular Biology
Laboratory) y bancos de secuencias internacionales interconectados. A través de la red Internet
suministrada por la U.C.M. se emplearon los programas de blsqueda de secuencias homologas
depositadas en los bancos de datos correspondientes.

Direcciones de paginas web visitadas:

Homologia de secuencias: http://www.ncbi.nim.nih/BLAST

Biologia molecular: http://www.queensu.ca/micr/faculty/Kropinski/online.htlm

Filogenia molecular: http://iubio.bio.indiana.edu/treeapp/
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3. ESTUDIO EPIDEMIOLOGICO

El estudio epidemioldgico se realiz6 en el Centro Nacional de Microbiologia de Majadahonda.

3.1. SEROTIPIFICACION:

Se realiza la aglutinacion de las cepas con los correspondientes sueros (Difco) que contienen
los anticuerpos que aglutinan con los antigenos especificos de cada serogrupo.

Para determinar el antigeno flagelar se hace un pase previo de la cepa al medio GELOSA-
MOVILIDAD, y de la colonia crecida en ese medio se procede a realizar la aglutinacion con los sueros
especificos.

REALIZACION DEL MEDIO GELOSA —~MOVILIDAD.

Triptosa soja agar 30¢9
Glucosa 1g
Extracto de levadura 19
Extracto de carne 59
Bacto agar 59
Desoxicolato sodico 0,350 g
Agua destilada csp.11

Ajustar pH a 7,6 y autoclavar.

3.2. FAGOTIPIFICACION
Para la realizacion del fagotipo se utiliza la prueba de la gota de Adams. La sensibilidad de
una cepa bacteriana a un determinado fago se demuestra por la aparicion de un area de lisis que

puede variar desde placas aisladas o lisis semiconfluente a lisis confluente (Figura M.5.)

El patrén de susceptibilidad de una cepa bacteriana a un conjunto determinado de
bacteriéfagos se denomina FAGOTIPO.

REALIZACION DEL ENSAYO:

» Incubar las cepas en LB suplementado con CINa durante 1 hora a 37 °C y en agitacion.

= Sembrar el cultivo anterior en toda la placa, con asa Digralski y dejar secar.

120



Material y métodos

» Inocular 13 ul de cada fago de la coleccion en las placas sobre una cuadricula. Para el caso de

S. typhimurium la coleccion consta de 31 fagos + 5 adicionales (A: 1, 22, 3, 10, 18).

= Incubar a 37 °C durante 18 horas y observar placas de lisis

INTERPRETACION DE RESULTADOS
> 1-6 placas: poner el n° placas
7-20 placas: +/-
20-40 placas: +
40-80 placas: ++
>80 placas: +++
>50% de la gota: SC (Semiconfluente)
90-100% de la gota: Cl (Confluente)

vV ¥V VY V V V

En funcién del perfil obtenido se asignard uno u otro fagotipo segun el esquema de Anderson (1997).

Si el perfil no se ajusta a ningun patrén, el resultado sera PNR (patrén no reconocido).

Inoculacién de fagos (Se inocula un fago por cuadrado)

Incubacion

lacas de lisis

Cultivo de S. typhimurium

Figura M.5: Esquema de realizacion del fagotipado de S. typhimurium I

3.3. ELECTROFORESIS EN CAMPO PULSADO PFGE

Dia 1: Preparacion de las cepas.

Sembrar las cepas en TSA e incubar a 37 °C durante 24 horas.
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Dia 2: Preparacion de los blogues / lisis de la bacteria.

= Hacer una suspension de las colonias en 2 ml de Buffer SE hasta conseguir una turbidez 6 de

MacFarland.

» Preparar agarosa para los bloques partiendo de agarosa multiporpuse 6 D5 a una concentracion

final de 1% en Buffer SE. Llevarla a 56 °C hasta que licte totalmente.

=  Mezclar 0,5 ml de suspension con 0,5 ml de agarosa en un eppendorf y afiadir a los moldes.

= Dejar enfriar en hielo 0 a 4 °C hasta que solidifiquen totalmente.

LISIS DE LA BACTERIA

= Preparar el Buffer de lisis afiadiéndole 1mg/ml de proteinasa K antes de su utilizacion.

= Colocar los bloques en un tubo con buffer de lisis suficiente para cubrirlos e incubar a 56 °C hasta

el dia siguiente.

Dia 3: Cambio de Buffer

= Cambiar el Buffer de lisis y afiadir nuevo Buffer.
» Incubar en las mismas condiciones otras 24 horas.
Dia 4: Lavados
= Lavar los bloques con Buffer TE 8 veces a intervalos aproximados de media hora manteniendo
los bloques entre cada lavado a 4 °C.

= Después del Gltimo lavado mantener los bloques a 4 °C. Duran hasta 1 afio en estas condiciones.

Dia 5: Digestion y electroforesis

= Cortar una porcion del bloque del mismo tamafio que el pocillo del gel donde se va a cargar

posteriormente.

= Poner dicha porcidon en un eppendorff con 200 ul de buffer de digestién preparado de la
siguiente manera: 180 ul de agua + 20 pl de buffer de la enzima correspondiente a la
concentracién de 10 x. (El buffer empleado es “Buffer H” SvRE/Cut for restriction enzimes
Roche®)
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Dejar el bloque equilibrando media hora aproximadamente y pasado ese tiempo eliminar el buffer.

Preparar un nuevo buffer y afiadir la endonucleasa Xba | 20.000U (10U/ul) Roche®).

Dejar actuar la enzima 18 horas a 37 °C. (Se puede hacer una segunda digestién dejando en ésta

la enzima actuando de 3-4 horas)

La reaccion se para, poniendo el bloque en contacto con 200 ml TBE 0,5 x de 10-15 minutos en

nevera.

Prepara el gel a una concentracion final de agarosa de 1,2% (1,8 g agarosa en 150 ml de TBE 0,5

X)

Colocar el bloque en el pocillo del gel sellandolo con agarosa licuada a 60 °C. En el primer pocillo

se coloca la cepa control MW.

La electroforesis se realiza a 12 °C durante 28 horas.

Teiiir el un bafio de bromuro de etidio durante 10 minutos y visualizar.

SOLUCIONES NECESARIAS PARA EL ENSAYO

- Buffer SE

15 ml CINa 5M

50 ml EDTA 0,5M

Agua bidestilada csp 1 1.

Ajustar pHa 7,5

Esterilizar por filtracién y guardar a 4 °C

- Buffer de lisis

5 ml tris CIH 1M

10 ml EDTA 0,5M

Lauril sarcil 1%( w/v)

Agua bidestilada csp 100ml

Ajustar pH a 9,5

Esterilizar por filtracién y guardar a 4 °C
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- Buffer TE

10 ml deTris HCI 1M

2 ml EDTA 0,5M

Agua bidestilada csp 1 1.
Ajustar pH 8

Esterilizar por filtracién y guardar a T °C ambiente.

-Buffer TBE

108 g TMS

4,65 EDTA 0,5M

55,6 g ac.bérico

Agua bidestilada csp 1l.
Ajustar pH 8,5
Esterilizar por filtracion
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