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Introducción

EL MICROORGANISMO: SaIn,onella enterica, serotipo Typh¡.

Sa/monet/a enterita, serotipo Typhi es el germen causante de la fiebre

tifoidea que, a diferencia de otras salmonelosis, es una enfermedad infecciosa

sistémica generalizada y tiene como huésped específico al hombre.

A.Posición taxonómica y nomenclatura

.

El género Sa/monella pertenece a la familia Enterobacteríateae integrada

en el grupo de bacilos Gram negativos, anaerobios facultativos, cuyas

características morfológicas y bioquímicas se describen en el Manual de Bergey

<1-bIt, 1994>.

Las bacterias pertenecientes al género Salmone/fa se dividen en dos

especies: Sa/mona//a enterica <Le Minor, 1987> y Sa/mofle//a bongori <Reeves,

1989). Sa/mona//a enterita se divide en seis subespecies por hibridación AON-

ADN y taxonomía numérica.

Las subespecies enterita, sa/amee, ar¡zonae, diarízonae, houtanae e

indica pueden distinguirse en base a un pequeño número de reacciones

bioquímicas recogidas en la tabla 1 (Le Minor, 1982; Le Minor,1986). La

subespecie enterita representa más del 99.5% de los aislamientos de

Sa/mona//a de origen humano <Le Minor, 1988).

La identificación serológica de Sa/mofle//a en base a sus antígenos

somáticos divide a este género en 46 serogrupos y la combinación de estos con

los antígenos flagelares en más de 2300 serotipos <Popoff, 1992).

De acuerdo con lo anteriormente expuesto la nomenclatura del

microorganismo objeto de este trabajo sería: Sa/mona//a enterita, subespecie

enterita, serotipo Typhi aunque por razones prácticas el mismo Le Minor sugiere

que se puede emplear una nomenclatura abreviada que es la que vamos a

utilizar en este estudio: Sa/mono//a, serotipo Typhi.
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Tabla 1. Diferenciación bioquímica del género Sa/mone/la en especies y

subespecies.
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Bioquimicamente Sa/mona//a, serotipo Typhi posee algunas características

diferentes de las demás salmonelas: no produce gas a partir de la fermentación

de la glucosa, no descarboxila la ornitina, no utiliza el citrato como única fuente

de carbono, no fermenta la arabinosa y la producción de SH2 en TSI es mucho

menor, apareciendo un ligero ennegrecimiento del medio sólo en la zona de

inoculación.
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Introducción

B. Caracterización fenotínica

.

1. Identificación serolt5gica.

Las bacterias pertenecientes al género Sa/mona/la tienen tres

clases de antígenos, somáticos “O”, flagelares HU y el antígeno capsular

“Vi”, que dan lugar a los distintos serotipos según el esquema instituido

por White (1926). Otros antígenos, raras veces detectados, no tienen

ningún interés desde el punto de vista diagnóstico, como el antígeno “M”

(mucoide>, idéntico en todas las salmonelas, o el antígeno “Fim” <fimbria)

escasamente encontrado en ciertos serotipos y nunca en cepas de La

subespecie entérica

Los serotipos, que son utilizados como el primer marcador

epidemiológico de la especie, vienen definidos por una particular

asociación de antígenos somáticos, flagelares y en algunos casos

capsulares que tienen las siguientes características:

a. Antígenos somáticos “O”.

Estos antígenos son de naturaleza lipopolisacárida, son

termoestables y de acuerdo con Lúderitz <1971), se pueden dividir

en tres regiones, una región denominada III que constituye el lípido

“A” y es la responsable de la toxicidad del lipopolisacárido, la

región II de naturaleza polisacárida muy parecida en todas las

salmonelas y la región 1 también polisacárida que es variable y

responsable de la especificidad de los antígenos somáticos.

Los antígenos somáticos pueden ser clasificados en:

1 . “Mayores’, que son los responsables de la división

del género en serogrupos y están determinados por

el grupo “cluster” de genes rfb <M~kel& 1984>.

2. “Menores”, que tienen un menor valor

discriminatorio, y están asociados a otros antígenos

y por lo tanto pueden encontrarse en diferentes

serogrupos, o proceden de la modificación química

3



Introducción

de los antígenos “mayores”.

Sa/monet/a serotipo Typhi posee el antígeno mayor 0:9

característico del serogrupo O, el antígeno menor 0:12 común a

varios serogrupos y, en algunas cepas, el antígeno 0:1 resultante

de una conversión mediada por el fago P22, que introduce un

residuo de glucosa unido a la galactosa presente en la unidad de

repetición oligosacárida que constituye el polisacárido de la región

Los antígenos somáticos pueden sufrir diversas variaciones

entre las que la variación lisa-rugosa es la más importante. Esta

variación puede suceder en todas las salmonelas y se debe a

mutaciones que afectan a la síntesis de las cadenas polisacéridas

de las regiones 1 y II. Las cepas rugosas se vusiven

autoaglutinables.

b. Antígenos flagelares “H”.

Los flagelos del género Sa/mona//a son peritricos, de

naturaleza proteica y estructura compleja formada por un cuerpo

basal, cuello y filamento. Los flagelos son polimeros de unas

proteínas filamentosas denominadas flagelinas en las que reside la

especificidad antigénica.

La mayor parte de las bacterias de este género, por razones

no muy bien conocidas pero que podrían estar relacionadas con la

supervivencia de la bacteria contra los sistemas de defensa del

huésped, pueden expresar dos especificidades de flagelos

denominados históricamente de primera y segunda fase,

codificados por dos genes fliC (fase 1) y f/jB (fase 2), situados en

diferentes posiciones del cromosoma, apareciendo flagelos de una

u otra especificidad después de íO~ a io~ divisiones bacterianas

<Silverman, 1979; lino, 1983>.

La inmensa mayoría de las cepas de Sa/mofle//a serotipo

Typhi son monofásicas y tienen un solo tipo de flagelos

4
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denominados H:d (fase 1), pero se han descrito cepas aisladas en

Indonesia con un antígeno H:j considerado por Kauffman (1936>

como derivado del antígeno H:d.

También se han encontrado cepas difásicas procedentes así

mismo de Indonesia, que junto al antígeno H:d <18 fase) poseen

otro denominado H:z66 <2~ fase> (Vieu, 1986; Guineé, 1981>.

c. Antígeno capsular ‘Vi’.

La mayoría de las cepas de Sa/mone/le, serotipo Typhi

poseen un antígeno capsular “Vi” que es un homopolisacéridO de

ácido D-galactosaminUrónicov que puede eliminarse por ebullición.

En este antígeno “Vi” residen los receptores de los fagos

que conforman el esquema internacional de fagotipificación para

este germen.

La identificación serológica se realiza en base a la detección de los

tres tipos de antígenos de Salmonelfa, serotipo Typhi mediante

aglutinación en porta, tubo o microcápsula <Shipp, 1980).

La aglutinación de los antígenos somáticos y capsular es estable

y en grumos, mientras que en el caso de los antígenos flagelares, que

debe hacerse a partir de gérmenes muy móviles, es reversible y tiene

aspecto flocular.

2. Fagotipificación.

El primer esquema de fagotipificación para esta germen fue

desarrollado por Craigie y Yen <1938a, 193Gb>, quienes describieron 4

fagos “Vi virulentos” que denominaron 1, II, III y IV y que se

diferenciaban tanto en sus propiedades físicas como serolágicas. El fago

“Vi II” demostró tener la propiedad poco común de adaptarse a distintas

cepas de Sa/mona//a, serotipo Typhi de manera que se convertía en

específico de la última cepa en la que se podía propagar.

En 1947 el método de fagotipificación de Selmorw/f8, serotipo ½

Typhi fue estandarizado (Craigie, 1947). El juego de fagos actualmente

5
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en uso, internacionalmente reconocido, consta de 106 fagos derivados

del fago “Vi II” que distinguen 106 fagotipos diferentes <Edelman, 1986).

Los fagotipos y los fagos se nombran de la misma manera utilizando

letras, números ó una combinación de ambos, por ejemplo A, Ela, 26,

etc.

Las cepas que no se pueden tipificar por el esquema general y la

son por los fagos 1 y/ó IV se dice que son del fagotipo 1 + IV.

Las cepas que no poseen cápsula no se pueden tipificar y se

denominan “no fagotipificables Vi negativas <NT—), mientras que las

que no se tipifican pero sí poseen cápsula se dice que son “no

fagotipificables Vi positivas” <NT+>.

Por último, hay cepas que son lisadas por la mayoría de los fagos

del juego pero que no pertenecen a ningún fagotipo establecido, son

cepas “A degradadas” ó “Vi degradadas” (Bergan, 1978).

La fagotipificación ha sido tradicionalmente el marcador

epidemiológico de elección para la subdivisión del serotipo Typhi, a pesar

de lo cual unos pocos fagotipos pueden representar a Ea mayoría de las

cepas aisladas en una determinada región.

En España, al analizar los diferentes fagotipos de Sa/marie//a,

serotipo Typhi durante más de 10 años, se observó que Los fagotipos El

(30,8%), Cl <14,2%>, A <9,7%>, Ade <9,6%>, 46 <6,6%), Dl (5,6%>,

NT± (4,7%), 34 (4,2%), 1+1V (3,3%) y NT— (2,6%) eran los más

frecuentes, constituyendo más del 90% de las cepas estudiadas <Usera,

1993).

3. Colicinotipificación.

Consiste en la detección de una bacteriocina, activa frente a una

cepa de Esoherichia co/i K12, producida por algunas cepas de

Sa/mone/la, serotipo Typhi. Su utilidad como marcador epidemiológico es

muy pequeña y su detección en cepas diferentes del fagotipo 40 es muy

escasa <Nicolle, 1985).

6
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Entre las cepas aisladas en España todas las cepas productoras de

esta bacteriocina pertenecían al fagotipo 40 <Usera, 1993).

4. Biotipificación.

Se investigan dos pruebas bioquímicas variables en Sa/moneDa,

serotipo Typhi, la fermentación de la Xylosa “Xy” y la presencia de la

enzima Tetrationato-reductasa “TTR” <Vieu, 1983). En el trabajo de

Usera <1993> el 13% de las cepas estudiadas no fermentaban la Xy pero

solamente en el 1% no se detectó la presencia de la enzima TTR.

5. Antibiotipificación.

En general, la resistencia a antimicrobianos en Sa/mone/fa, viene

codificada por plásmidos que adquieren los genes de resistencia por

transposición desde otros plásmidos, de la misma o de otras bacterias del

huésped, o desde el cromosoma. La resistencia también puede ser debida

a mutaciones espontáneas en los genes del cromosoma bacteriano.

Finalmente, como consecuencia de la presión antibiótica ejercida en

medicina, se favorece la supervivencia de las estirpes resistentes y su

proliferación.

Sin embargo, en España los aislados de Sa/mona/la, serotipo Typhi

son generalmente sensibles a los antimicrobiaflos habitualmente

utilizados en el tratamiento de la fiebre tifoidea <Usera, 1993) y la

antibiotipificación no resulta eficaz como primer método de

discriminación en este serotipo aunque si como sistema de vigilancia para

la detección de cepas resistentes.

La aparición de una cepa resistente al cloranferiicol y otros

antibióticos, que causó una gran epidemia en Méjico en 1972 con un

número de muertes similar a la era preantibiótica <Olarte, 1 973;

Andersen, 1972) fue el detonante para la generalización de ¶a

antibiotipificación como marcador epidemiológicO.

Más recientemente la emergencia de una nueva epidemia de fiebre

7
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tifoidea en el suboontinente asiático, producida por una cepa

multirresistente ¿Annad, 1990; Gulati, 1992) ha hecho imprescindible el

conocimiento de la resistencia a los diferentes antimicrobianos para un

tratamiento eficaz de los enfermos de fiebre tifoidea y para el desarrollo

de medidas de control adecuadas.

C. Caracterización cienotípica

.

1. Plasmidotipificacién.

Consiste en la determinación del contenido plasmidico de las

bacterias. Los plésmidos son moléculas de ADN extracromosómico,

circular, de doble cadena y cerrado covalentemente que replican

independientemente del cromosoma bacteriano. Pueden transferirse entre

bacterias del mismo o distinto género y, normalmente, poseen los genes

que codifican para las funciones requeridas en su transferencia y

replicacién.

Los plésm¡dos pueden también transportar genes que codifican

para una gran variedad de funciones que, en teoría, no son esenciales

para la supervivencia de la bacteria. Algunos plásmidos codifican para

propiedades bien conocidascomo la resistencia a antibióticos <Karmaker,

1991> y a metales pesados o factores que contribuyen a la virulencia del

organismo <Gotuzzo, 1987).

Una de estas propiedades basada en la incapacidad de ciertos

plásmidos de coexistir en la misma bacteria ha sido usada para

desarrollar un esquema de clasificación en “grupos de incompatibilidad1’

reconocido internacionalmente (Jacob, 1977).

En el serotipo Typhi, la resistencia plasmidica al cloranfenicol y

otros antibióticos se ha debido en todos los casos a plásmidos del grupo

de incompatibilidad H
1 <Rowe, 1984). La alta incidencia de plásmidos l-t~

en este serotipo sugiere una cierta afinidad entre ambos (Goldstein,

1986>.

8
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Algunos trabajos han demostrado que Sa/mone//a, serotipo Typhi

puede sufrir cambios de fagotipo debido a la presencia de plásmidos de

resistencia (Toucas, 1978>.

Aunque la plasmidotipificación se ha utilizado con éxito como

marcador epidemiológico complementario en diferentes especies

bacterianas, sobre todo en brotes <Mayer, 1988>. en Sa/mime/la, serotipo

Typhi la presencia de plásmidos es escasa, lo que imita la aplicación de

este marcador en las cepas de este serotipo. En un estudio realizado en

Chile sobre 70 cepas pertenecientes a 11 fagotipos, solo el 17% de ellas

transportaban 1 ó 2 plásmidos <Maher, 1 986> y este porcentaje fue aún

menor en otros estudios <IVlurray, 1985; Phipps, 1991>.

2. Patrones electroforéticos de isoenzimas.

Este procedimiento, ampliamente desarrollado en eucariotas, se

basa en el principio de que pequeñas mutaciones en los genes que

codifican para la síntesis de enzimas, pueden ser detectadas por

electroforesis y utilizadas como marcador clonal. La carga eléctrica neta

de una proteína esté en relación con su secuencia de aminoácidos y la

sustitución de un aminoácido en la molécula, puede no afectar a la

función del enzima, pero probablemente modificará su movilidad

electroforética.

Esta técnica ha sido utilizada con éxito por Selander (1987) en el

estudio evolutivo de gran número de bacterias y de acuerdo con él, se

pueden detectar el 90% de las sustituciones de aminoácidos.

El número de clones en una especie típica está comprendido entre

100 y 1000. En el caso de serotipos dentro de una misma especie,

algunos parecen pertenecer a un único clon, mientras que clones no

relacionados convergen en el mismo serotipo.

Reeves y cols. (1989> y Selander y cols. <1990) han realizado 4
estudios de diferenciación electroforética de isoenzimas en Sa/marie//a, 2

.1

serotipo Typhi demostrando que las cepas estudiadas procedían de un
9
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solo clon según Reeves o dos según Selander y que este serotipo era

genéticamente el menos heterogéneo de entre los estudiados, lo que es

muy interesante en cuanto su origen filogenético.

3. Patrones de digestión de ADN por endonucleasas.

Las endonucleasas de restricción, enzimas que cortan el ADN

plasmídico ó cromosómico por secuencias fijas de nucleótidos, permiten

la obtención de fragmentos estables para un mismo ADN, que pueden ser

separados por electroforesis en geles de agarosa.

Estudiándose los patrones electrotoréticos obtenidos para cada

bacteria y enzima pueden establecerse diferencias entre las cepas. Si

bien estos patrones son fáciles de analizar cuando se trata de la digestión

de plásmidos, en el caso del ADN cromosómico la interpretación es

mucho mas difícil al generarse un gran número de fragmentos. La

electroforesis en campo pulsado, y el revelado de fragmentos específicos

mediante hibridación con sondas como en el caso de la ribotipificación

y de la tipificación de las secuencias de inserción 1S200 permiten

clarificar dichos patrones.

a. Electroforesis en campo pulsado.

Un buen método para la diferenciación entre cepas es la

utilización de endonucleasas de restricción que cortan el ADN en

secuencias poco frecuentes en el genoma bacteriano y por tanto

generan un discreto número de bandas, junto con la técnica de

electroforesis en campo pulsado desarrollada por Schwartz

(1984), que permite la separación de bandas de ADN desde 1 Kb

hasta 6 Mb mediante la utilización de dos campos eléctricos

alternativos.

Durante la electroforesis, el ADN cambia su conformación

produciéndose la elongación de la molécula en la dirección del

campo eléctrico. Si se produce una variación en la dirección de

dicho campo, las moléculas, antes de comenzar a migrar, son

obligadas a relajarse y reorientarse en la nueva dirección. El tiempo

lo
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de relajación y reorientación está relacionado con el peso

molecular del ADN <las moléculas mayores necesitan más tiempo

que las pequeñas>, y la electroforesis en estas condiciones permite

una buena resolución de los fragmentos por encima de EOKb.

La electroforesis en campo pulsado ha sido utilizada con

éxito en estudios epidemiológicos de Sa/inane//a, serotipo Typhi

<Thong, 1994; Nair, 1994).

ti. Ribotipificación.

En el cromosoma bacteriano los genes que codifican para la

producción de 163, 23S y 53 ARN están organizados en unidades

de transcripción policistrónicas u operones. Los operones ARNr de

diferentes especies bacterianas están muy conservados y

presentes en múltiples copias, entre E y 10 por genoma <Davies,

1972) por lo que una digestión del cromosoma con endonucleasas

de restricción presumibleniente originará varios fragmentos que

transporten secuencias de estos genes ARNr.

El número y localización de estos operones en el genoma

difiere ampliamente de unas bacterias a otras, situándose en

diferentes fragmentos de restricción, por lo que su análisis

puede ser utilizado como herramienta taxonómica <Grimont, 1986;

Pignato, 1992). La caracterización de estos fragmentos requiere

su separación mediante electroforesis en geles de agarosa,

transferencia a membranas de nylon o nitrocelulosa por el método

de Southern <1975) e hibridación con sondas ADNc especificas

marcadas que permitan su visualización <Stull, 1988).

Altwegg y cols. <1989) estudiaron los patrones de

restricción de los genes ARNr en una selección de cepas de

Salmone//a, serotipo Typhi procedentes de EEUU, comparándolos

con los fagotipos y observando que un fagotipo podía dividirse en

distintos ribotipos y viceversa. Los resultados indicaban que la

técnica es estable, reproducible y puede ser empleada como
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marcador epidemiológico.

c. Tipificación por secuencias de inserción 1S200.

En 1983, Lam y Roth describieron en Sa/mona//a, serotipo

Typhimurium una pequeña secuencia de inserción de ADN,

llamada 15200, que era específica del género Sa/mona//a. 15200 es

la secuencia de inserción bacteriana más pequeña descrita, 708

pares de bases, y el número de copias y su localización en el

cromosoma ha sido utilizado para el estudio epidemiológico y

filogenético de diversos serotipos <Stanley, 1 992a,b,c, 1993).

En un estudio realizado sobre 49 fagotipos diferentes de

Sa/mone//a, serotipo Typhi, se encontró que de 11 a 1 5 de los

fragmentos generados por la restricción de ADN con la enzima Pstl

transportaban al menos un elemento 15200 (Threlfall, 1994). Se

obtuvieron 14 tipos diferentes, de los que dos fueron mayoritarios,

y se concluía que, aunque debía mantenerse la fagotipificación

como marcador epidemiológico de elección en la diferenciación

primaria de este serotipo, la tipificación mediante las secuencias

de inserción 15200 era un buen marcador complementario de

aquella.

4. Métodos basados en la reacción en cadena de la polimerasa

“PCR”.

Esta poderosa técnica, rápida y sensible fue introducida por Saiki

y colaboradores en 1985 y permite la obtención de un gran número de

copias de un fragmento específico de ADN desde un tamaño de unos

pocos pares de bases hasta más de 10 Kiiobases. Una sola copia de ADN

puede ser amplificada 1 o~ veces en unas 3 horas y posteriormente

analizada mediante electroforesis en geles de agarosa, directa o

posteriormente a su digestión con endonucleasas. El tamaño del

segmento de ADN que se quiere amplificar y la necesidad de algún

conocimiento previo de las secuencias que flanquean dicho segmento

12
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son las principales limitaciones de la técnica como método de

tipificación.

Las amplificaciones no deseadas de posibles moléculas de ADN

contaminantes deben ser tenidas en cuenta para extremar las

precauciones en las condiciones de la reacción.

La reacción necesita de 2 iniciadores o “primers” que son

oligonucleótidos sintéticos de 20 a 30 bases de longitud y secuencias

complementarias a cada uno de los extremos de las bandas opuestas del

fragmento de ADN molde. El ADN, del que solamente se requieren

cantidades del orden de nanogramos, previamente desnaturalizado, se

aparea (híbrida> con las secuencias complementarias de los iniciadores y

una enzima termoestable, la “ T/,ermusaquat¡cus DNA polimerasa” <Saiki,

1 988a) cataliza la reacción de extensión a partir de estos iniciadores. La

repetición de este proceso o ciclo, desnaturalización, apareamiento y

extensión durante 20-30 ciclos produce rápidamente un gran número de

copias del ADN molde.

La técnica de POR tiene un enorme potencial en el diagnóstico de

enfermedades infecciosas, sobre todo cuando el diagnóstico tradicional

está sujeto a pruebas bioquímicas ambiguas, cantidades insuficientes de

muestra clínica, cultivos difíciles que necesitan gran cantidad de tiempo,

etc. La técnica de POR se ha utilizado para la detección de cepas de

Sa/mone//a pertenecientes a los serogrupos A, B, 02 y O (Luk, 1 993),

para la diferenciación entre el serogrupo O y el serotipo Paratyphi A

<principal serotipo del serogrupo A> <Echeita, datos no publicados>, etc.

En Sa/mone//a, serotipo typhi se ha desarrollado últimamente un método

de detección combinado POR-ELISA <Luk, 1994>.

Algunas de las variaciones de la técnica de POR convencional que

pueden ser utilizadas como rnarcadoresepidemiológicoscomplerflentatiOs

son:

13
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a. PCR basada en secuencias repetitivas.

Recientemente se han identificado en el genoma bacteriano

<originariamente en enterobacterias y posteriormente en un gran

número de bacterias no relacionadas) familias de secuencias

cortas repetitivas de ADN que se encuentran ampliamente

distribuidas en el cromosoma <Lupski, 1992>. Su función no esté

clara, pudiendo colaborar en la terminación de la transcripción, en

la estabilidad de ARNm o en la organización del cromosoma. Las

mejor caracterizadas son las secuencias “REP” (palindrómicas,

extragénicas y repetitivas> y las secuencias “ERíO” (secuencias

consenso enterobacterianas, intergénicas y repetitivas.

El resultado de la técnica de POR con iniciadores específicos

para las secuencias REP (REF-PCR) o ERIC (ERIC-PCR), son

múltiples fragmentos de ADN que representan la amplificación de

las zonas de ADN entre dos elementos repetítivos adyacentes. Los

iniciadores utilizados son complementarios de la zona central

altamente conservada de las secuencias repetitivas, por lo que la

reacción puede ser llevada a cabo con un solo iniciador en lugar de

dos. Esta técnica sola o en combinación con otros métodos ha

sido empleada en la investigación de brotes, demostrando en

algunos casos un poder discriminatorio comparable a la

electroforesis de isoenzimas (Woods, 1992) o a la electroforesis

en campo pulsado (Struelens, 1993).

b. PCR basado en secuencias de inserción 1S200-PCR.

Recientemente se ha desarrollado este método (Ross,

1993), mas rápido y simple que Ja hibridación de las secuencias

1S200 con sondas especificas comentada en el apartado 2c.

Los iniciadores, complementarios de los extremos de ~a

secuencia, tal que el extremo 3’ de cada iniciador se dirija hacia

el exterior del elemento de inserción, amplificarán las regiones

entre 2 copias consecutivas. El resultado serán fragmentos de
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ADN diferentes en peso molecular y número, que pueden ser

utilizados en la diferenciación epidemiológica de aislados

bacterianos.

c. Ribotipificación mediante PCR.

En todos los operones ARNr, se encuentran uno o dos

genes que codifican para ARNt situados en el espacio entre los

genes que codifican para el ARNr 1 65 y 23S. Los diferentes

patrones obtenidos de la amplificación de la región intergénica

1 65-235, “POR-Ribotipificación”, con iniciadores específicos

diseñados a partir de las secuencias conservadas de estos genes,

han sido reproducibles, estables y útiles en el análisis

epidemiológico de diferentes especies bacterianas (Kostrnan,

1992; 1995>.

d. Amplificación arbitraria múltiple “AP-PCR”.

Utiliza uno o más iniciadores elegidos de forma arbitraria

que a bajas temperaturas de hibridación permiten cierto número de

errores en el apareamiento de bases y como consecuencia se

produce la amplificación de múltiples fragmentos de ADN, algunos

de ellos polimórficos, que pueden ser analizados por electroforesis

en geles de agarosa. El polimorfismo puede ser debido a que

existan fragmentos de diferente peso molecular, a la diferente

intensidad de las bandas y a la presencia o ausencia de bandas.

La amplificación,si bien es arbitraria, es reproducible y

estable para unas condiciones determinadas, que deben ser

cuidadosamente seguidas, y permite la diferenciación entre

aislados, por lo que ‘AP-POR’ se ha utilizado en la subtipificación

de bacterias <Welsh, 1990; Caetano-Anollés, 1993).

e. Patrones de restricción de ADN amplificado por POR.

Las secuencias de ADN amplificadas por POR, generalmente

de un tamaño entre 1 y 3 Kb, pueden ser cortadas por enzimas de

restricción y la resolución de estos fragmentos por electroforesis
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en geles de agarosa utilizados para la comparación de diferentes

aislados, “RFLP-POR”. Las enzimas utilizadas suelen ser aquellas

que reconocen secuencias cortas y que presumiblemente se

encontrarán más frecuentemente en el fragmento a analizar.

II. LA ENFERMEDAD: Fiebre tifoidea.

A. Breve historia

.

La fiebre tifoidea es una enfermedad conocida desde antiguo que

continúa siendo un serio problema de salud pública en los paises en vías de

desarrollo, donde suele ser endémica. En los países desarrollados, con unas

tasas pequeñas de enfermedad, un alto porcentaje de casos suelen ser

importados. En 1986 la Organización Panamericana de Salud llevó a cabo un

simposio para reexaminar viejas “verdades” discutiendo y criticando la gran

cantidad de nueva información que existía acerca de la fiebre tifoidea. Edelman

<1986> recoge los puntos mas importantes de aquel simposio y, entre ellos, una

descripción histórica de la enfermedad.

Louis en 1829 describe por primera vez la fiebre tifoidea claramente

separada de otras fiebres y la asocia con lesiones en intestinos, nódulos

linfáticos mesentéricos y bazo.

En 1873 Bucid evidencia que las heces son la principal fuente de

infección de la fiebre tifoidea, que es una enfermedad de transmisión hídrica,

que la leche, alimentos y ropas contaminadas son fuentes de diseminación y

sugiere que la causa de la enfermedad podría ser un germen.

En 1 880 Eberth consigue visualizar y demostrar la existencia de un

bacilo, en los nódulos mesentéricos de un enfermo, como agente productor de

la enfermedad (Germanier, 1984).

Gaffkey en 1884 logra cultivar y aislar por primera vez, en cultivo puro,

Safmone//a, serotipo Typhi de bazos de pacientes infectados.

La inmunización contra la enfermedad se inicia en 1896 con Pfeiffer y
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Kalle, usando vacunas preparadas cori bacilos muertos por calor y conservados

en fenol.

En el mismo año 1896 Gruber, Durham y Widal de forma independiente

demuestran, que la mezcla de una suspensión de bacilos con suero de personas

en fase convaleciente, produce una agrupación de aquellos, naciendo el término

agiutininas e introduciendo en el diagnóstico de la fiebre tifoidea la clásica

prueba serológica conocida como ‘Reacción de Widal”.

En 1877 Koch propone tres principios fundamentales (Hall, 1991>

para el control de la enfermedad:

1. Desinfección de las heces del enfermo.

2. Mejora en el manejo y eliminación de las aguas residuales.

3. Aislamiento de las personas convalecientes hasta que dejen

de eliminar bacilos.

Sin embargo la mortalidad continúa siendo superior al 30% hasta que

Woodward y colaboradores anuncian en 1948 que la cloromicetiria había

esterilizado los hemocultivos de 10 pacientes de fiebre tifoidea en Malasia. El

uso de antibióticos marcó la era moderna en el tratamiento de la fiebre tifoidea.

Aunque a partir de esta fecha disminuye considerablemente la incidencia

de la mortalidad por fiebre tifoidea en los países desarrollados, se siguen

detectando brotes epidémicos asociados a portadores asintomáticos que

pueden excretar Sa/mone//a, serotipo Typhi durante años y por lo tanto esta

enfermedad sigue constituyendo un importante problema de salud pública en

la actualidad.

B. Aspectos clínicos

.

Sa/mone//a, serotipo Tiphi es una bacteria adaptada al ser humano,

siendo por lo tanto éste el único reservorio natural y el transmisor de la

enfermedad, ya sea directamente o a través de un vehículo por él contaminado

como agua, leche, etc.

Los factores responsables de sus manifestaciones clínicas no han sido
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totalmente definidos, presentándose generalmente como una enfermedad

sistémica grave, a menudo acompañada de complicaciones.

Se acepta de forma general que la vía de entrada del germen es el

intestino delgado pasando rápidamente la pared intestinal y llegando a los

nódulos linfáticos e invadiendo el torrente sanguíneo. Esta primera bacteriemia

no cursa con síntomas.

Los microorganismos diseminados resisten dentro de las células

reticuloendoteliales donde se multiplican y vuelven a invadir el torrente

circulatorio. Esta segunda bacteriemia es la responsable de la aparición de la

sintomatología.

La enfermedad tiene un periodo de incubación de entre 7 y 21 días. Entre

los síntomas cabe destacar el aumento paulatino de la fiebre hasta llegar al final

de la primera semana a los 400C. Es muy característica la cefalea intensa, la

obnubilación, una bradicardia relativa y dolor abdominal, siendo mas frecuente

el estreñimiento que la diarrea.

Si la enfermedad no ha sido diagnosticada y tratada convenientemente,

durante la tercera semana se inicia una fiebre en agujas pudiendo aparecer

complicaciones severas como hemorragias intestinales, perforación intestinal,

choque endotóxico, colecistitis e incluso el fallecimiento del paciente.

En algunas ocasiones Safmone//a, serotipo Typhi produce síndromes

diferentes a la fiebre tifoidea como meningitis, abscesos cerebrales, neumonías,

hepatitis...etc <Verger, 1988>.

Al ser el hombre el único huésped de Sa/monella, serotipo Typhi, la

prevalencia de portadores es crítica para la perpetuación de la enfermedad.

Entre el 2% y el 5% de los pacientes con fiebre tifoidea se convierten en

portadores crónicos, definidos estos como personas que excretan Sa/inone/la,

serotipo Typhi durante más de 12 meses después de la infección aguda. Los

portadores son potencialmente infectivos, sobre todo si manipulan alimentos o

tienen contacto con niños o personas hospitalizadas <Hook, 1990>.
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C. Tratamiento

.

Antes de la introducción del cloranfenicol en 1948, el tratamiento de la

fiebre tifoidea se limitaba a mantener estables las constantes vitales del

enfermo hasta que éste superase la infección. La mortalidad era superior al

10%, disminuyendo considerablemente a partir de entonces hasta llegar a ser

inferior al 2% en los países desarrollados <Herzog, 1982>.

El cloranfenicol ha sido el agente antimicrobiano usado más

frecuentemente en el tratamiento de la fiebre tifoidea. La resistencia “in vitro”

es rara y esporádica y al contrario de lo que sucede en la mayoría de los

patógenos entéricos y de los otros serotipos de Sa/mona//a, el serotipo Typhi

permanece susceptible a los antibióticos más comúnmente utilizados.

El cloranfenicol no es caro, es de una eficacia probada, puede ser

utilizado por vía oral o parenteral y generalmente restablece la temperatura

corporal normal entre 5 y 10 días después de haberse iniciado el tratamiento.

Sin embargo el cloranfenicol presenta potenciales efectos adversos colaterales

como anemia aplásica, depresión medular y no previene el “estado de portador”

o las complicaciones tales como perforación intestinal.

Otros antibióticos han sido utilizados así mismo con éxito, como

ampicilina o amoxicilina, administrada de forma intravenosa y a dosis altas ó

trimetoprim-sulfametoxazol sobre todo como alternativa en el caso de cepas

resistentes a cloranfenicol y ampicilina <Hook, 1 990).

Cada vez con mas frecuencia se publica en la literatura la aparición de

cepas de Sa/mona//a, serotipo Typhi resistentes al cloranfenicol, ampicilina y

trimetoprim-sulfametoxazOl como causantes de brotes en países como Méjico,

Perú, Vietnam ó La India (Wallace, 1990; Anand, 1990>, lo que ha llevado a

buscar otras terapias alternativas.

Las cefalosporinas de tercera generación, especialmente cefotaxima,

ceftriaxona y cefoperazona son altamente eficaces frente a Sa/mone/la, serotipo

Typhi <Soe, 1987>. Estas cefalosporinas son más estables en presencia de beta-

lactamasas que otras cefalosporinas y tan efectivas como e! cloranfenicol.
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Cefoperazona parece incluso ofrecer una respuesta mejor a la del

cloranfenicol en cuanto a número de días de tratamiento necesarios para que

el paciente no presente fiebre y el hemocultivo resulte negativo <Pape, 1986).

Fluoroquinolonas como ofloxacino, ciprofloxacino, perfloxacino,

norfloxacino y otras tienen una excelente actividad frente a Sa/monel/a, serotipo

Typhi, incluso en aquellas cepas resistentes al cloranfenicol, ampicilina y

trimetoprim-sulfametoxazol. Estos agentes alcanzan buenas concentraciones

intracelulares, particularmente en fagocitos y adecuados niveles en tejidos, bilis

y heces. Este grupo de drogas debería ser considerado actualmente como de

elección en el tratamiento de la fiebre tifoidea si ésta se ha adquirido en el

sudeste asiático <Asperilla, 1990>.

El tratamiento de niños con cepas multirresistentes, merece una

consideración especial debido a que se ha descrito que las quinolonas pueden

causar un daño irreversible en el cartílago de crecimiento, por lo que no se

recomienda su uso en niños ni en mujeres embarazadas. En estos casos, los

clínicos tienen la opción de usar las nuevas cefalosporinas si bien son más caras

y deben ser administradas de forma intravenosa, lo que es una desventaja sobre

todo en zonas endémicas económicamente pobres.

Por último es de gran importancia la erradicación del estado de portador

ya que los pacientes excretan salmonelas durante un largo período de tiempo,

incluso más de dos años. El tratamiento tradicional no resultaba satisfactorio

en el caso de los portadores crónicos, con un 10-36% de recaídas. Las fluoro-

quinolonas parecen ser más eficaces en su erradicación.

D. Control

.

El Control de la fiebre tifoidea puede abordarse bloqueando la vía de

transmisión fecal-oral, mediante la vacunación, o ambas.

1. Interrupción de la vía de transmisión.

Se consigue con medidas higiénicas de carácter general como la
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potabilización del agua de bebida, la correcta eliminación de las aguas

fecales a través de sistemas de alcantarillado y su posterior tratamiento

en depuradoras, el lavado de alimentos que se vayan a consumir crudos

y las medidas de higiene personal adecuadas sobre todo con vistas a la

manipulación de alimentos.

Por otra parte, es necesario evitar todo contagio provocado por las

personas enfermas o los portadores asintomáticos tratando de localizar

a estos últimos, para lo que se han desarrollado diferentes técnicas

inmunológicas, a fin de aplicarles el tratamiento adecuado para La

completa erradicación de su estado de portador.

2. La vacunación~

Es otra vía de prevención de la fiebre tifoidea sobre todo en países

donde la enfermedad es endémica o cuando se trate de viajeros a estos

países. En general en paises desarrollados no esta recomendada la

vacunación, ya que tampoco proporciona una protección absoluta. A

partir de 1 896 vienen desarrollándose diferentes tipos de vacunas que

sin embargo solo han conseguido una eficacia relativa (Levine, 1989>.

Las vacunas tradicionales están preparadas a partir de la cepa

vacunal Ty2 inactivada por calor y fenol o por acetona. La vía de

administración puede ser parenteral u oral <Ashcroft, 1964; Edwards,

1975>, esta última sin efectos secundarios importantes pero de eficacia

muy baja, por lo que no se recomienda su uso.

Las nuevas formulaciones están basadas en la utilización de cepas

vivas atenuadas para su uso por vía oral, como la desarrollada a partir de

la cepa de Sa/mona/fa, serotipo Typhi “Ty 21 a galactosa epimerasa

dependiente” sin apenas efectos secundarios y de una eficacia deI 75%

durante el primer año <Ferreccio, 1989; Forrest, 1991).

Otras vacunas se han desarrollado a partir de cepas auxotróficas

mutantes, como la preparada a partir de una cepa “Ty 541 “ con

delecciones en los genes aro A y par A y que por lo tanto necesitan de
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metabolitos aromáticos para su crecimiento <Edwards, 1988).

La desarrollada a partir del polisacárido capsular “Vi” <Robbins,

1984> ó vacunas preparadas para inmunizar frente a más de una

infección <Tacket, 1 990> son intentos prometedores en el control de ¡a

fiebre tifoidea.

E. Enidemiolopía

.

Los países desarrollados poseen sistemas de información epidemiológica

que permiten conocer la situación de las principales enfermedades humanas con

bastante aproximación.

Basándose en estos datos se aprecia que, en estos paises, la fiebre

tifoidea ha disminuido considerablemente en los últimos años, llegando a unas

tasas de 0,24-3,7 por 100.000 habitantes en EEUU y norte de Europa y de 4,3-

14,5 en el sur de Europa (Edelman, 1986>.

El número de casos importados suele ser muy alto, llegando en algunos

paises como Inglaterra a ser el 88% de los casos declarados <CDR, 1995).

La escasa información epidemiológica existente en los paises en vías de

desarrollo, no permite conocer la situación de la fiebre tifoidea en los mismos.

Estimaciones realizadas a partir de diferentes estudios sitúan la tasa en 540 por

100.000 habitantes.

En España, según Prieto (1971), no se tuvieron datos de morbilidad hasta

el año 1934 en que empiezan a decíararse los primeros casos, aunque no se

incluye la fiebre tifoidea entre las enfermedades de declaración obligatoria hasta

el año 1945. Estos estudios muestran una disminución paulatina de la

enfermedad, con altibajos, desde 1949 con una tasa de 85,4 por 100.000

habitantes hasta el año 1950 con una tasa de 66,1, fecha a partir de la cual se

inicia un descenso rápido y uniforme.

En este mismo período el número de decesos fue mayor entre los

hombres que entre las mujeres, invirtiéndose la tendencia a partir de 1951. Los

grupos de edad en los que hubo más fallecimientos fueron 15-19 años y 20-24.
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En 1 978 comienza un aumento en las tasas de morbilidad con un máximo

de 1 5,4 en 1985. Según algunos autores este incremento puede deberse, no

a un aumento real en el número de casos, sino a otros factores como la

incorporación de la red hospitalaria de INSALUD a la declaración obligatoria en

1982 o la falta de criterios homogéneos en Ja definición de caso.

A partir de este año se reinicia una disminución, llegando en 1994 a una

tasa 122 por 100.000 habitantes <BES, 1995)

En España la mayor parte de los casos declarados de fiebre tifoidea son

considerados autóctonos. Por otra parte, tal como sucede en otros paises, la

incidencia es más alta en los meses de verano y otoño, aunque también se

observa un ligero aumento en los meses de enero y febrero (BEM, 1995>.
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Justificación y Objetivos

Las nuevas metodologías han mejorado tanto la rapidez en el diagnóstico

de la fiebre tifoidea como la capacidad de realizar estudios epidemiológicos. El

elemento clave en ambos procesos radica en la posibilidad de identificar el

microorganismo y determinar que este esté asociado con la aparición de la

enfermedad o brote epidémico.

La identificación del microorganismo requiere el conocimiento de aquellos

atributos únicos en él que le distinguen de los demás y es crítica en el caso de

brotes donde se hace necesario la detección de la fuente de infección.

La determinación de las relaciones entre un conjunto de aislados nos lleva

al concepto de “clon” que a efectos prácticos puede ser definido como un

conjunto de microorganismos que han sido recogidos “independientemente, de

diferentes fuentes, en diferentes localizaciones y quizás en diferentes épocas,

pero que muestran tantas características fenotípicas y genotípicas idénticas que

la explicación mas verosímil para esta identidad es la de un origen común”

(0rskov, 1983). La clonalidad no puede ser nunca totalmente asegurada, no es

absoluta, pero la certeza de que diferentes cepas pertenecen a un mismo clon

se incrernenta con la utilización de más y mejores técnicas en su

caracterización.

Los métodos tradicionalesde tipificación fenotípica como fagotipificación,

antibiotipificación, biotipificación ó colicinotipificación no reflejan

necesariamente relaciones genéticas y por lo tanto son de dudosa utilidad en

estudios de clonalidad.

Sin embargo, cuando uno de estos marcadores, utilizado aisladamente,

da como resultado un fenotipo raramente encontrado puede ofrecer por si solo

la suficiente evidencia de la transmisión epidemiológica.

En Sa/rr,one/Ia, serotipo Typhi, el marcador fenotípico de elección es la

fagotipificación que, al ser utilizado internacionalmente, permite un seguimiento

de la evolución y dispersión de los distintos fagotipos no solo a lo largo del

tiempo sino entre las distintas áreas geográficas. A pesar del alto poder de

tipificación teórico del marcador <106 fagotipos diferentes>, en cada país unos

pocos fagotipos son los más frecuentemente aislados.
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Justificación y Objetivos

En España los fagotipos El, Cl, A, Ade, 46, Dl, NT+, 34,1 + IV y NT—

constituyen más del 90% de las cepas estudiadas <Usera, 1993>.

Por otra parte la potencial inestabilidad de los marcadores fenotípicos, a

menudo hace necesario la utilización de otros mas estables basados en el

examen genético de la bacteria. Entre estos, la determinación del contenido

plasmídico, aunque ha demostrado ser en muchos casos tan especifico como

la fagotipificación y superior a la antibiotipificación, no siempre ofrece una

discriminación suficiente. Dos cepas pueden transportar plásmidos diferentes

pero de un peso molecular similar, lo que haría necesario la posterior

identificación de estos por análisis de sus fragmentos de restricción y lo que es

aún peor, en algunos casos como en Se/mono//a, serotipo Typhi la presencia de

plásmidos es poco frecuente.

La electroforesis de isoenzimas <Reeves, 1989; Selander, 1990>, utilizada

con éxito en otras bacterias, en el caso de Sa/mono//a, serotipo Typhi

demuestra la existencia de dos únicos clones y cinco subclones, siendo el tipo

1 de dispersión mundial mientras que el tipo 2, muy minoritario, se encuentra

en cepas originarias de Africa.

Por todo ello, y debido a que determinar la clonalidad de un conjunto de

aislados es de un gran interés en el estudio epidemiológico de la fiebre tifoidea

en España, nos planteamos en este trabajo los siguientes objetivos:

Aplicación, para su utilización como marcadores epidemiológicos,

de los métodos moleculares: electroforesis en campo pulsadn,

ribotipificación, tipificación por las secuencias de inserción 1S200

y reacción en cadena de la polimera5a~ sobre una selección cia

cepas de Sa/moneia, serotipo Typhi aisladas en España.

Comparación de los resultados obtenidos con la fagotipificación. ~1•
marcador epidemiológico tradicionalmente utilizado en el estudio 4

de este serotipo.
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Justificación y Objetivos

III: Análisis de la estructura genética de la población de Salmanella,

serotipo Typhi y sus implicaciones en la epiderniologfa de la fiebre

tifoidea.

IV. Elección del esquema de tipificación más adecuado para la

caracterización epidemiológica de las cepas de Salmonalla,

serotipo Typhi.
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Material y Métodos

1. CEPAS DE Sa/moneDa, serotipo Typhi.

La población de cepas de Sa/moneDa, serotipo Typhi objeto de este

estudio está formado por la colección de cepas de este serotipo del Laboratorio

Nacional de Referencia de Sa/mone//a, LNRS, remitidas por los diferentes

laboratorios de Salud Pública del país entre los años 1979 y 1994.

De las cepas estudiadas, los resultados de fagotipificación,

biotipificación, sensibilidad a antimicrobianos, presencia de plásmidos y análisis

de los fragmentos de restricción obtenidos a partir de ellos, fueron gentilmente

cedidos por el LNRS.

La fagotipificación se había realizado usando el juego de fagos

suministrado por el Laboratorio Internacional de Referencia para fagotipificación

de Sa/mone/la de Colindale, Londres (Guinnée, 1978>.

El biotipo fue determinado siguiendo las pautas del manual de Edward y

Ewing <Ewing, 1986>.

La susceptibilidad a antimicrobianos se llevó a cabo por el método de

difusión en disco de Kirby-Bauer <Bauer, 1966> y los resultados evaluados

según los criterios del “Comité Nacional para la Normalización de Técnicas de

Laboratorio” de EEUU <NCCLS, 1988).

Las cepas fueron consideradas multirresistentes cuando eran resistentes

a 4 o más antimicrobianos. En ellas se investigó la presencia de plásmidos por

el método de Birnboim y Doly <1979>. Los plásmidos purificados se digirieron

con la enzima H¡ndlll (Pharmacia>, según las recomeridacionesdel suministrador.

Los medios de cultivo se prepararon a partir de formulaciones

deshidratadas siguiendo las instrucciones del suministrador o se elaboraron

según el “Manual of Clinical Microbiology” (Nash, 1991>.

Las cepas seleccionadas para la realización de esta Tesis, conservadas

en leche descremada a — 8000, se cultivaron en agar-triptona-Soja “TSA”

{Difco). Los subcultivos se realizaron bien en TSA <Difco) o bien en caldo de

cerebro-corazón “81-II” (Difco>, a partir de una colonia aislada.

Las cepas se dividieron para su estudio en 4 grupos:
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Material y Métodos

1. Grupo control.

Se seleccionaron 10 cepas lo más diversas posibles, en cuanto a

su origen geográfico y fagotipo. Este grupo se utilizó para la puesta a

punto de los métodos utilizados (diferentes enzimas de restricción,

condiciones de electroforesis, condiciones de amplificación por PCR, etc>

y como una orientación del poder discriminatorio de las técnicas.

N0cepa Fagotipo Provincia Año Origen infección

1 NT Desconoc. 1985 Nepal

2 Ml Falencia 1990 Pakistán

3 53 Zaragoza 1980 Zaragoza

4 02 Barcelona 1985 SE Asia

5 51 Desconoc. 1985 Argelia

6 A Navarra 1986 Senegal

7 El a Barcelona 1991 India

8 A Madrid 1991 Madrid

9 34 Madrid 1991 Madrid
10 A Gerona 1983 Gerona

2. Muestra aleatoria.

Se seleccionó una muestra de 25 cepas, lo más representativa

posible, aplicando el método estadístico a la subpoblacióii de cepas de

Sa/mone/la, serotipo Typhi de los años 1990-1994.

La muestra se estratificó por año de aislamiento. La aleatoriedad

se aseguró por la selección al azar de los individuos de la muestra

mediante la aplicación de una tabla de números aleatorios sobre cada una

de las subpoblaciones obtenidas en la estratificación.

No se consideraron en dicha estratificación otros caracteres como

el fagotipo, el origen de las cepas (sangre, heces,...) o biotipo, para no

obtener una subdivisión excesiva con subgrupos demasiado pequeños,
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que dificultarían el posterior tratamiento estadístico de los resultados.

Tampoco se consideró el factor “origen geográfico” al contar con un

elevado número de provincias de las que no se disponía de cepas o estas

eran muy pocas.

N0cepa Fagotipo Origen Provincia

1/90 Cl sangre Alicante

2/90 A descon. Alava

3/90 09 heces Alicante

4/90 Dl sangre Barcelona

5/90 Cl sangre Zaragoza

1/91 Ade sangre Navarra
2/91 A sangre Vizcaya

3/91 Ade descon. Zaragoza

4/91 Ela sangre León

5/91 Ela sangre Asturias

1/92 09 sangre Alicante

2/92 09 heces Alicante

3/92 46 heces Barcelona

4/92 46 sangre Barcelona

5/92 El a heces Zaragoza

1/93 Cl orina Asturias

2/93 B2 sangre Tarragona

3/93 Ade sangre Castellón

4/93 Ade heces Córdoba

5/93 El a sangre Asturias

1/94 Cl heces Gran Canaria

2/94 A sangre Barcelona

3/94 1+1V sangre Barcelona

4/94 Ela sangre Madrid

5/94 Ade sangre Barcelona
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3. Cepas productoras de brotes epidémicos.

Se estudiaron 85 cepas relacionadas con 8 brotes epidémicos

acaecidos durante los años 1989-1994.

Brote N0cepas Año Fagotipo Biotipo Provincia Referencia

Xy-TTR

1 4 1989 Cl + + Navarra BMS, 1990

2 6 1990 C4 ++ Guipúzcoa lbazluzea, 1990

3 4 1990 Ela ++ Guipúzcoa Ibarluzea, 1990

4 16 1991 34 + + Madrid Usera, 1993

5 37 1989-94 46 ++ Barcelona Nava¡To,1996

6 4 1992 Ade + + Guadalajara BEM, 1994

7 5 1991-94 Dl ++ Burgos BEM, 1995

8 9 1994 1 + IV + + Barcelona Usera, 1995

* enviado para su publicación

4. Cepas multirresistentes a antimicrobianos.

Se analizaron 8 cepas recibidas en el LNRS en los años 1990-91

en las que se describió por primera vez en España su carácter

multirresistente.

Las cepas MR1 y MR2 pertenecían al fagotipo Mi, aislado por

primera vez en España aunque es frecuente en el continente asiático. Las

cepas MR3 a MR8 eran del fagotipo Ela, fagotipo muy frecuente tanto

en España como en el resto del mundo.

Las cepas MR1 y MR2 fueron aisladas de 2 varones residentes en

la misma población, de 14 y 51 años de edad. Uno de ellos, el enfermo

de 51 años, era de origen paquistaní aunque tras la encuesta

epidemiológica no se pudo averiguar que hubiera viajado recientemente

a su país. Los enfermos acudieron a hospitales de diferentes ciudades

(León y Palencia) <Usera, 1992; 1993).
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De las 6 cepas pertenecienentes al fagotipo El a, las cepas MR7

y MR8 fueron aisladas de heces y sangre en un niño de 4 años de

nacionalidad India. Tras la encuesta epidemiológica se pudo concluir que

Ja enfermedad había sido adquirida en su país de origen <Usera, 1992>.

Todas las cepas multirresistentes albergaban un plésmido de 1 20

Kb que presentaba el mismo patrón de bandas tras la digestión con la

enzima H¡ndlll.

N0 cepa Año Provinc. Fagot. Biot. Resistencias

Xy-TTR AM ca CL GM SF TE TM CF KM

MR1 1990 Palencia Ml —+ R R R 5 A A A A 1

MR2 1990 León Ml —+ RARSA A RSI

MRS 1991 Palencia Ela ++ A A A 1 5 A 5 5 1

MR4 1991 Alicante Ela ++ A A A 5 A A A 5 5

MRS 1991 Alicante Ela ++ A R A 5 A A A 5 S

MR6 1991 Alicante Ela ++ A A A 5 A A R 5 A

MR7 1991 Barcelona E1a ++ A A R 5 A A A 5 5

MRS 1991 BarcelonaEla ++ RA A SRA R SS

AM = Ampicilina, OB = Carbenicilina, CL Oloranfe>nicol, GM Gentamicina

SE Sulfametoxazol, TE Tetraciclina, TM Trimetoprim, CF = Cefoperazone

KM = Kanamicina.

R = Resistente, 5 Sensible, 1 Intermedio.

II. ELECTROFORESIS EN CAMPO PULSADO.

A. Preparación de los bloques de ADN

.

Debido a que las moléculas grandes de ADN son muy frágiles, y no

sobrevivirían intactas a las manipulaciones normales usadas en otros

procedimientos, es necesario inmovilizarías embebidas en bloques de agarosa,
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Material y Métodos

según el procedimiento descrito por B&hm <1992>:

1. Un cultivo de la cepa en BHI, a 3700, durante 4 horas y en

agitación para asegurar la fase exponencial de crecimiento de las

células, fue lavado y resuspendido en TE pH 8 (Tris-HOL lOmM

pH 8/EDTA 1 mM pH 8> hasta la densidad óptica 1.0 a 610 nm. La

suspensión se volvió a centrifugar y se resuspendió en 2,5 ml de

solución SE (OlNa 7SmM/ EDTA 25mM pH 7,4>.

2. Se mezclaron cantidades iguales de la suspensión anterior y

agarosa MP (Boehringer Mannheim) al 1 % en solución tampón de

agarosa <Tris-HOI lOrnM pH 7,41 MgCI2 lOmM/ EDTA 0,lmM pH

9,5) a 5600. Rápidamente se dispensé en los moldes del equipo de

electroforesis y se dejó enfriar.

3. Se transfirieron los bloques solidificados a un tubo de poliestireno.

Se añadieron 2 ml de solución tampón de lisis < Tris-HCI 5OmM pH

8/ EDTA SOmM pH 8/ Sarcosina 1%> con Proteinasa K (lmg/ml>

y se dejaron toda la noche lisando a 56~6OoC.

4. Los bloques se lavaron 8 veces con TE pH 7,5 a intervalos de al

menos 30 minutos y se conservaron a 400.

B. Digestión con endonucleasas de restricción

.

La digestión con la enzima Xbal <Boehringer Mannheim> se realizó de la

forma convencional, siguiendo las recomendaciones del suministrador, pero

sobre el ADN embebido en los bloques. Se cortó un trozo de bloque del tamaño

del pocillo del gel y se colocó en un microtubo. El bloque se estabilizó con 125

pl del tampón de la enzima durante 30 minutos y después de retirar este se

incubó durante toda la noche a 37~C con 125 pl de tampón al que se añadieron

15 unidades de la enzima.

Finalmente se colocó el bloque en el pocillo de un gel de agarosa

previamente preparado en el soporte del equipo de electroforesis a la

concentración de 1,2% de agarosa <MP agarose, Boehringer Mannheim) en TBE

0,5x (Tris-borato 4EmM/EDTA lmM pH 8) y se sellaron los pocillos con más
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agarosa. Como control de peso molecular se utilizaron bloques preparados con

concaté meros de A ADN <Boehringer rvlannhe¡m).

C. Electroforesis

.

Se utilizó el sistema de Bio-Rad <Ohef-Dr II pulsed field electrophoresis

systems> para conseguir las condiciones de electroforesis necesarias para la

separación de moléculas de ADN superiores a 25 Kb. El gel fue sometido a

electroforesis en TBE 0,5x durante 26 horas, a 200 V y 1 20C. El rango de

pulsos fue de 1 a 50 segundos con un aumento lineal de los mismos

<interpolación).

Después de la electroforesis, los fragmentos de ADN se visualizaron a la

luz UV con un transiluminador, previo teñido del gel por inmersión en solución

de Bromuro de Etidio 0,5 ¡sg/ml en agua destilada.

III. RIBOTIPIFICACION.

La técnica de detección de los operones de ARNr se realizó con una

sonda ADNc, preparada a partir de ARNr comercial de Ecoil, marcada con

Digoxigenina siguiendo las recomendaciones de “The DIC user ‘s Cuide”

<Boehringer Mannheim). La ribotipificación consta de los siguientes pasos:

A. Extracción de ADN

.

Los métodos de extracción de ADN cromosórnico generalmente consisten

en la lisis celular con lisozima/detergente seguido de una incubación con

proteasa y una serie de extracciones con fenol/cloroformo/alcohol isoamilico

previamente a su precipitación con alcohol. Estos métodos eliminan las

proteínas contaminantes pero no son tan efectivos en la eliminación de la gran

cantidad de lipopolisacaridos que se producen en las bacterias Gram negativas

y que posteriormente interfieren en la actividad de las endonucleasas de

restricción.

La extracción con Bromuro de Hexadecil Trimetil Amonio, “CTAB”
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<Ausubel, 1991), que forma complejos con los principales contaminantes

moleculares lipopolisacéridos y proteínas residuales, resultó muy eficaz en el

caso de las cepas de Sa/monel/a, serotipo Typhi.

Se siguió un procedimienio minipreparativo. Las cepas se crecieran en

TSA y se resuspendieron en 600 pl de TE con SOS 0,5% y Proteinasa K

0,1 mg/ml. Esta suspensión se incubó a 3700 durante 1 hora para completar la

lisis. Tras la adición de 100 pl de NaCí EM, para aumentar la concentración de

sal por encima de 0,5M y evitar la precipitación de los ácidos nucleicos, los

usados se incubaron con 80 pl de OTAB <CTAB 10% /NaCI 0,7M) a 650C

durante 20 mm.

Los complejos formados fueron fácilmente emulsificables y extraibles

posteriormente con cloroformo/alcohol isoamílico 24:1. Después de una nueva

extracción con fenol/cloroformofalcohol isoamllico 25:24:1 y precipitación con

alcohol isopropílico el ADN se resuspendió en agua destilada.

La concentración y pureza del ADN se evaluó por electroforesis en geles

de agarosa al 0,7% en TAE lx (Tris-acetato 4OmM/ EDTA lmM pH 8).

E. Digestión dei ADN con endonucleasas de restricción

Aproximadamente 1-2 ¡sg del ADN obtenido fue digerido con las

endonucleasasde restricción Hindilí, FstI y Cfal (Pharmacia>, en las condiciones

recomendadas por el suministrador. La digestión se realizó a 3700 durante 2

horas.

C. Electroforesis de los fragmentos de restricción

Los fragmentos resultantes de la digestión del ADN fueron separados por

electroforesis en geles de agarosa al 0,7% en tampón TAE (Tris-acetato

O4OmM/ EDTA lmM pH 8>, durante toda la noche, a 30 Voltios. Se incluyó

como marcador de peso molecular el fago A digerido con H/ndlIl marcado con

digoxigenina. Los fragmentos de ADN se visualizaron a la luz tJV con un

transiluminador, tras la tinción de los geles con Bromuro de Etidio.
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D. Preparación de una sonda ADNc marcada con dicioxicienina

El método para la síntesis de ADNc utilizó, para catalizar la reacción, la

enzima “transcriptasa inversa” <Vena, 1981).

Dado que el pH cambia con la temperatura es esencial comprobar que el

pH de la mezcla de reacción es el elegido para la incubación. En presencia de

altas concentraciones de deoxi-nucíeótidos <dNTP) y Mg~~ se producen muy

pocos errores en la incorporación de bases (1 de cada 500) y se previene la

prematura terminación de la cadena que se esté sintetizando.

Se siguió el siguiente procedimiento:

1. En un microtubo estéril mezclar 10 pl de la mezcla de

oligonucleótidos lOx, 4 pl de solución tampón 5x <250 mM Tris-

HOL pH 8,5/ 4OmM MgOl2/ 150 mM ditiotritiol DTT), 0,25 pl de

ARNr <4pg/pl> y 10,75 pl de agua destilada estéril.

2. Calentar a 680 0 durante 5 minutos y dejar enfriar lentamente a

temperatura ambiente.

3. Añadir 2 ¡sí de dNTP lOx marcados con digoxigenina y 3 pl de

transcriptasa inversa AMV-RT. Mezclar suavemente e incubar a

420 0 durante 1 hora al menos.

4. Precipitar el ADNc marcado con digoxigenina añadiendo 2 pl de

LiOl 4M y 50 ¡sí de Etanol 95% a .200 0. Mezclar suavemente y

centrifugar a 15.000 g durante 1 5 minutos.

5. Descartar el sobrenadante y lavar el sedimento con 100 pl de

Etanol 70%.

6. Centrifugar 4 minutos, eliminar el sobrenadante y secar a vacio

durante 1 5 minutos. La sonda se resuspende en 20 pl de TE y se

guarda a -20~ O si no va a ser usada inmediatamente.

La estimación de la cantidad de ADNc marcado con digoxigenina que

contiene la sonda se realizó cada vez que se sintetizaba un nuevo lote. En una

membrana de nylon se fijaron 2 series de diluciones de sonda y ADN-Dig control

por calor a 8000 durante 2 horas. La membrana se sometió a los mismos pasos

de detección de genes <apartado G> del procedimiento general descrito posteriormente.
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E. Transferencia Southern

.

La transferencia del ADN desde el gel a la membrana se realizó por el

procedimiento, descrito por Shoutern (1975>, siguiendo el manual “Currents

Frotocols in Molecular Biology” <Ausubel, 1991):

1. Despurinación del gel en HOI 0,25N. Mejora la transferencia de los

fragmentos de ADN de más de 10 Kb.

2. Desnaturalización del ADN con NaOH O,SN/NaOl 1 ,SM

3. Neutralización con NaCí 1,5 M pH 7,2/ Tris HCI 0,5 M pH 7,2/

EDTA 0,001 M pH 7,4.

4. Transferencia de los fragmentos de ADN desde el gel a una

membrana de nylon <Boehringer Mannheim> positivamente

cargada. La transferencia se realizó por capilaridad en SSO 1 Ox

<lx = NaCí 150 mM/ Oitrato sádico 5 mM pH 7> durante toda la

noche. Una alternativa que acorta el tiempo a 1-2 horas es la

transferencia a vacío.

Una variación de este paso, que permitía la transferencia

simultánea a 2 membranas, consistió en situar el gel entre 2

membranas de nylon y este conjunto entre 4 hojas de papel

Whatman. Finalmente se terminaba el “bocadillo” con unos 5-10

cm de papel absorbente a cada lado situando encima un peso de

2 Kg. La transferencia se desarrollaba durante toda la noche.

5. Fijación del ADN a la membrana bien por irradiación UV ó por calor

a 800 0 durante 2 horas. Las membranas pueden ser utilizadas

inmediatamente o pueden guardarse a 4~C para su uso posterior.

F. Prehibridacién e hibridación

La prehibridación prepara las membranas para la posterior hibridación,

bloqueando las zonas de la membrana que ligarían de forma no específica con

la sonda. Esto evita que se produzca color de fondo que dificulta la posterior

detección del ADN.
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Se siguió el siguiente procedimiento:

1. Introducir la membrana en una bolsa de hibridar y añadir 30 ml de

solución de prehibridar SSC Sx/ N-laurií sarcosina 0,1 %/ SDS

0,02%/ “blocking reagent” 1% <Boehringer Mannhefm). Sellar la

bolsa procurando que no queden burbujas.

2. Incubar a 680 0 1-2 horas en horno o baño, con agitación suave.

3. Diluir 10 pl de la sonda marcada con Digoxigenina con 5 ml de

solución de prehibridación y calentar a ebullición durante 10

minutos la mezcla al baño Maria para desnaturalizar el ADN.

Enfriar rápidamente en hielo.

4. Desechar la solución de prehibridación y añadir la dilución de

sonda preparada.

5. Incubar a 680 0 durante toda la noche en horno o baño, con

agitación suave.

6. Retirar la dilución de la sonda, que contiene sonda marcada sin

utilizar, y guardar a ~2OÓ0, ya que permanece estable al menos

durante un año y puede ser reusada al menos 5 veces. Antes de

cada hibridación la dilución debe calentarse a ebullición durante 10

minutos al baño María y enfriarse a continuación rápidamente.

Sacar la membrana de la bolsa de hibridación y colocarla en una

cubeta de lavado.

7. Lavar 2 veces, 5 minutos cada vez, en solución de lavado SSC 2x1

SOS 0,1% a temperatura ambiente.

8. Lavar 2 veces, 15 minutos cada vez, en solución de lavado SSC

0,lx/ SDS 0,1% a la temperatura de hibridación (680 C>.

G. Detección de penes

Todas las incubaciones se realizaron a temperatura ambiente.

1. Equilibrar la membrana durante 1 minuto en solución tampón 1

(100 mM Tris-HOl pH 7,2/ 150 mM NaCí pH 7,2>.
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2. Bloquear la membrana sumergiéndola en solución tampón 2 <1%

Blocking reagent en solución tampón 1) durante 30 minutos.

3. Diluir anti-digoxigenina-fosfatasa alcalina a 1:5000 en solución

tampón 1 <16 pl anti-DG-FA en 80 ml de solución tampón 1>.

Incubar 30 minutos.

4. Lavar 2 veces, 15 minutos cada vez, en solución tampón 1. Estos

lavados eliminan los anticuerpos no flados.

5. Equilibrar la membrana en solución tampón 3 <100 mM Tris-HCI

pH 9,5/ 100 mM NaOl/ 50 mM MgCI2> durante 2 minutos.

6. Mezclar 45 pl de solución de azul de nitrocloro de tetrazolium

“NBT” a la concentración de 75 mg/ml en dimetil formamida al

70% y 37 pl de fosfato de 5-bromo,4-cloro,3-indolil,4-toluidina

“BCIP” a la concentración de 50 mg/ml en dimetil formamida al

100% en 10 ml de solución tampón 3.

7. Dejar revelar en oscuridad. No agitar mientras se desarrolla el

color.

IV. DETECCION DE SECUENCIAS DE INSERCIÓN 1S200.

La detección de las secuencias 15200 se realizó por un método similar a

la Ribotipificación. Se utilizó una transferencia de Southern doble, por lo que

solamente se necesité un proceso de extracción de ADN, restricción,

electroforesis y transferencia de los fragmentos de restricción para obtener las

2 membranas de nylon usadas en ambas técnicas.

Los fragmentos generados por la digestión del ADN con H/ndlll y Pstl se

hibridaron con una sonda preparada por POR anidada con dos pares de

iniciadores diseñados a partir de las secuencias publicadas <Gibert, 1991).

La prehibridación, hibridación y detección de genes se llevó a cabo como

en el apartado de ribotipificación.
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D. Preparación de una sonda ADN-1S200 marcada con Dipoxipenina

.

La reacción de PCR anidada se lleva a cabo en dos fases. Para la

amplificación se utilizó una cepa tipo de Sa/mone//a, serotipo Typhimurium.

1. Se amplificó por POR un fragmento de 530 bp con los iniciadores

1S200-1 e 1S200-4. Cien ml de reacción contenían 1 OOng de ADN

molde <extraído de igual forma que en el apartado lll.A), O,2pg de

cada iniciador y 2,5U de Taq polimerasa. La reacción se llevó a

cabo en una mezcla lOmM Tris-clorhídrico pH 6.3/ SOmM KCI/

1,5 mM MgCI2 y 200pM de cada uno de los deoxirribonucleótidos

“dNTP”.

El fragmento se sometió a electroforesis en agarosa al 1% en TAE

y se visualizó en un transiluminador de luz UV posteriormente a su

tincién con Bromuro de Etidio. El fragmento del tamaño esperado

fue recortado y separado del gel y esta porción se sometió a 2-3

ciclos de congelación-descongelación a ~~7QO O. Después de una

breve centrifugación 5 pl del sobrenadante se utilizaron para una

segunda amplificación de POR.

2. La segunda fase se realizó con los iniciadores 1S200-2 e 1S200-3

complementarios a secuencias internas del fragmento anterior,

obteniéndose un nuevo fragmento de 376 bp. La reacción se llevó

a cabo en las condiciones descritas por el suministrador

(Eoehringer Mannheim) para el marcado de productos de POR con

Digoxigenina que básicamente no se diferenciaba de las

condiciones generales. excepto en que la concentración final de

nucleótidos añadidos fue 200 pM para dATP, dCTP y dGTP; 130

pM para dTTP y 70 pM para 11 -DJG-dUTP.

Las temperaturas y tiempos de cada una de las fases de un ciclo,

el número de ciclos programados y las características de los

iniciadores fueron:
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Iniciador 1S200 5 ‘—3 Tm Pos. Temperatura/tiempo ciclos

30

Desn. Apar. Exten.

1: ATCTTOCE3OTCTGGCAACTG 63,60 461 940/1v 60/1’ 720/2’

2: CTAAcAGOCGCATACGATCTGAc 63.20 59

3: cCAATGGc300ACt3AAAAGAG

4: AGTCCTGTATCTTCGCCOTGTTC

63,9~

63,90

97’I~,

4721

940/1v 5S~I1’ 72~I2’ 30

* Tm= Temperatura de fusión del iniciador, por encima de la cual no se

produce apareamiento entre este y el ADN molde

y. REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA “PCR”.

De forma general, las condiciones de reacción fueron como las del

apartado anterior. Cien ml de reacción contenían lOOng de ADN molde, O,2pg

de cada iniciador y 2,5U de Taq polimerasa. La reacción se llevó a cabo en una

mezcla 1 OmM Tris-clorhídrico pH 8.3/ 5OmM KCI/ MgCl2 y 200 pM de cada

dNTP. La concentración de Mg” fue en todos los casos 1,5 mM excepto en

REP-POR <2,5 mM> y en AP-POR (4 mM).

En el método AP-POR, la reacción se llevó a cabo con un solo iniciador

por reacción. Se probaron 17 iniciadores de los que se seleccionaron los 7

descritos posteriormente por ser los que originaban un patrón de más de una

banda con buena intensidad. Los iniciadores poseían diferente tamaño (de 10

a 23 pb> y diferente contenido 0+0. Algunos fueron iniciadores universales

<M13 directo> mientras que la mayoría fueron diseñados con otros propósitos

y se utilizaron como totalmente arbitrarios.

La reacción se inició en todos los casos con un ciclo de desnaturalización

a 9400 de 4 minutos y finalizó con un ciclo de extensión a 7200 de 10 minutos.

Las secuencias de los iniciadores seleccionados, temperaturas de apareamiento

y número de ciclos utilizados en cada caso fueron:
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Iniciador 5 ‘—3’ Temperatura/tiempo ciclos

Desnatur. Apareamiento Extensión

RE P- PC R:

1: NNNNCGNcc3NCATcNGGc

2: NNCGNCTTATcNOOcCTAC

ERIC-PCR:

1 R:ATOTAAGCTCCTGGGOATTCAC

2: AAGTAAGTOACTc3c300TGAGcGc

1S200-PCR:

1: CTCTTTTCGTcCccCATTGG

2: GAACACGGCGAAOATACAGGACT

}
}
}

AAI’Jr-PCR:

1: TTGTACAcAccGcCCGTcA

2: GGTACcTTAGATGTTTCAGTTc

AP-PCA:

1 :CGGTCACTGT

2:TGACCCCGGC
3:TTATGTAAAACGACGGCcAGT (F-M1 3>

4:CAOOOACTTGTTcGCACC
5:CCGTTCATCAACATAGG

6:TACATTCGACGACCCCTAAGTG

7:CTTOTGCCGCTTCTATCTCCTGA

de la amplificación, 1 Op1 de reacción se sometieron

electroforesis en agarosa al 2% en TAE y los fragmentos de ADN amplificados

se visualizaron en un transiluminador de luz UV posteriormente a su tinción en

Bromuro de Etidio.

En algunos casos, en los que se consideró que Ja digestión con enzimas

de restricción de los fragmentos obtenidos podía mejorar el poder

discriminatorio de la técnica, 10 pl de producto de PCR fueron digeridos con las

720/8 3094~I1

940/1

940/1

940/1

72018S2~/1

590/1

30

720/2’

} 56~/1

3601

30

30

40940/1

Después a
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enzimas A/ul, Haelll, Hpall y Rsal en las condiciones recomendadas por el

suministrador <Pharmacia). Los fragmentos resultantes, generalmente de

pequeño tamaño, fueron analizados por electroforesis en geles de agarosa al

3% en TAE.

VI. Prueba de sensibilidad a antimicrobianos.

Se realizó, en algunas de las cepas implicadas en el brote 4, por el

método de Kirby-Bauer (Bauer, 1966) de inhibición de crecimiento por difusión

en placa del antimicrobiano impregnado en discos.

Los antimicrobianos utilizados y la carga en pgr de los discos fueron:

Penicilinas: Amoxicilina 26

Ampicilina 10

Carbenicilina 100

Monobactamicos: Aztreonam 30

Cefalosporinas: Oefazolina 30

Cefoperazona 75

Cefotaxima 30

Cefoxitina 30
Aminoglicósidos: Amfkacina 30

Gentamicina 10

Kanamicina 30

Quinolonas fluoradas: Oiprofloxacino 5

Otros: Cloranfenicol 30

Tetraciclina 30

Sulfometoxazol 100

Trimetoprim 5

Nitrofurantoina 300

VII. Inducción de fagos lisogénicos.

Se indujeron los posibles fagos lisogénicos, por el método descrito por

Saxe y Notley <1978> con Mitomicina C, en algunas de las cepas implicadas en

el brote epidémico 4.
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VIII. Poder de Discriminación

Se calculó el indice de Discriminación de los distintos métodos como

sistema de tipificación, aplicando el “índice de Diversidad de Simpson” (Hunter,

1988> sobre la muestra aleatoria.

1 s

D = 1- E
N(N-1) ~=¶

o = indice de discriminación

N = número de cepas

s = número de tipos diferentes

= numero de cepas pertenecientes al tipo

IX. Análisis estadístico de los datos.

Se asignó un tipo arbitrario a cada uno de los patrones de bandas

obtenidos para ribotipificación y electroforesis en campo pulsado. Dos patrones

o tipos fueron considerados idénticos si existía una concordancia absoluta en

el perfil de bandas y diferentes si habla una diferencia de una banda o más.

La similitud entre dos tipos fue evaluada con el programa informático

MVSP (Kovach Computing Services, 85 Nant-y-Feíin. Pentraeth, Anglesey LL75

8UY, Wales, Reino Unido> que realiza el análisis estadístico de multivariables.

El programa MVSP creó una matriz de coeficientes de similitud de Sorensen o

Dice <Rámling, 1992) y generó un dendrograma, por emparejamiento de medias

no ponderadas, que relacionaba los diferentes patrones según su Indice de

similitud <Li, 1981>.

43



RESULTADOS......



Resultados

1 GRUPO CONTROL

1. Patrones de digestión de ADN por endonucleasas.

Los diferentes tipos se definieron por presencia o ausencia de una banda

de determinado peso molecular. Todas las cepas se tipificaron por los 3

métodos utilizados: electroforesis en campo pulsado, ribotipificación y

tipificación por las secuencias de inserción 5200.

Para asegurar la reproducibilidad de cada técnica las cepas fueron

estudiadas al menos dos veces, repitiéndose en todos los casos el patrón de

bandas.

a. Tipos electroforéticos en campo pulsado “tipos-PFGE”.

La electroforesis en campo pulsado de las cepas control produjo

9 patrones distintos. De 13 a 15 bandas pudieron ser analizadas

claramente cuando se digirió el ADN total con la enzima XbeI. El alto

poder discriminatorio aparente y la buena resolución de bandas determinó

la selección de esta enzima para el estudio de los otros grupos (Figura 1>,

<Foto 1).

N0cepa Fagotipo Tipo PFGE/Xbal

1 NT 1

2 Ml 2

3 53 3

4 D2 4

5 51 5

6 A 2

7 Ela 6

8 A 7

9 34 8

10 A 9
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N0cepa Fagotipo Tipo lS200

H/nc/lll

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

NT

Ml

53

02

51

A

Ela

A

~34

A

1

2

1

3

1

1

1

1

Psti

1

2
1

2

3
2

2

2

2

2

2. Tipificación basado en la técnica de “PCR”

a. REP-PCR.

No se encontraron diferencias entre las cepas del grupo control,

obteniéndose en todos los casos el mismo patrón de bandas en el rango

de 150 a 1500 pb.

b. ERIC-PRC.

En todas las cepas control se amplificó un único fragmento de

ADN de igual tamaño <-- 300 pb)
1 <Foto 3).

c. 1S200-PCR.

En 9 de las 10 cepas control estudiadas se obtuvo un único

fragmento de ADN de — 3000 pb, mientras que de la cepa 3 no se pudo

amplificar ningún fragmento <Foto 3).

El fragmento amplificado, aunque aparentemente idéntico en todas
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las cepas, fue digerido con diferentes enzimas para intentar discriminar

entre ellas.

Se analizaron los patrones de restricción “RFLP-PCR” con las

enzimas A/ul, Haelll, Hpall y Rsal que reconocen secuencias cortas. Los

patrones fueron iguales para cada una de las enzimas utilizadas, con un

número de bandas que oscilaban entre 2 y 5 <Foto 4>.

d. POR-ribotipificación.

La amplificación de la región intergénica que codifica para ARNr

16S y 23S de los operones ARNr dio como resultado la obtención de 2

bandas en el rango de 750 y 900 pb que posiblemente correspondían a

los 2 tipos de genes que codifican para ARNt situados en esta región

(Brosius, 1981), no encontrándose ninguna diferencia entre las cepas

control <Foto 4>.

e. AP-PCA.

Se estudiaron las cepas control 1 y 2 con 1 5 iniciadores de

diferente número de pares de bases y diferente contenido O + O.

Las amplificaciones se llevaron a cabo con diferentes temperaturas

de apareamiento: 2500, 36~C y 4000.

La estrategia de amplificación fue o bien en una fase con todos los

ciclos iguales a baja temperatura de apareamiento, o en dos fases, una

primera a baja temperatura seguida de una segunda a más alta

temperatura (en función del iniciador utilizado> para favorecer la

amplificación más específica de fragmentos obtenidos en la primera fase.

Se seleccionaron los 7 iniciadores descritos en el apartado de

material y métodos. Estos iniciadores amplificaban un número de bandas

discreto, con una buena resolución e intensidad de las mismas, los ciclos

fueron todos iguales y la temperatura de apareamiento de 36 ~O.Sin

embargo, cuando se utilizaron con las 10 cepas control, no discriminaron

entre ellas obteniéndose en todos los casos el mismo patrón.

49



Resultados

Foto 3. A: 1S200-PCR de las cepas control 1 y 2 de Salmonel/a, serotipo Typhi.

B: ERIC-PCR de las cepas control 1 y 2 de Sa/mono/la, serotipo Typhi, La

columna O corresponde al marcador de peso molecular.

A:

12012

4072 kpb3054
2036

1018

517
220

Foto 4. A: Fragmentos de restricción con la endonucleasa A/ul “RFLP-PCR” del

ADN amplificado mediante 1S200-POR en las cepas control 1 a 4 de Sa/monel/a,

serotipo Typhi. B: POR-ribotipificación de las cepas control 1 a 4 de Sa/mofle//a,

serotipo Typhi. La columna O corresponde al marcador de peso molecular.

l600kpb
1018

517

344

220

A:
123401234
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II. MUESTRA ALEATORIA.

1. Patrones de digestión de ADN por endonucleasas

a. Tipos electroforéticos en campo pulsado

Se distinguieron 22 tipos-PFGE diferentes entre las 25 cepas de

la muestra aleatoria. Los tipos 15 y 20 fueron los únicos encontrados en

más de una cepa. El Indice de discriminación fue 0,986, superior al

obtenido entre las mismas cepas con la fagotipificación (Tabla 2>, (Foto

5, tipos lOa 18>.

Fueron ana!izadas de 13 a 15 bandas por cepa en un rango de 50

Kpb a 600 Kpb. Randas de menor tamaño no se podían diferenciar

fácilmente. Cinco bandas fueron comunes a todos los tipos y en total se

localizaron 30 bandas diferentes (Figura 3, tipos 10 a 31).

b. Ribotipificación

Todas las cepas presentaban al menos 6 bandas de hibridación.

Se obtuvieron 16 ribotipos <patrones de hibridacióndiferentes> con

la enzima Hindlll en las 25 cepas aleatoriamente seleccionadas de los

años 1990-94 <Tabla 2>. Algunos de estos ribotipos se muestran en la

foto 6.

En total se obtuvo hibridación con 18 bandas diferentes, si bien

cada cepa presentaba de 6 a 7 bandas desde un tamaño de 6.500 ph

hasta más de 23.000 ph. No se obtuvo ninguna banda común a todas

las cepas, aunque algunas fueron más frecuentes que otras (Figura 4,

tipos 6 y 8 a 23).

El ribotipo 6 coincidió con el encontrado en el grupo control. El

ribotipo 9 (4 cepas>, los ribotipos 6 y 20 <3 cepas por tipo> y el ribotipo

18 (2 cepas> fueron los únicos que se encontraron repetidos.

El índice de discriminación 0,956 también fue superior al de la

fagotipificación para las mismas cepas.
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Tabla 2. Distribución de los tipos obtenidos en la muestra aleatoria con cada

uno de los métodos estudiados,

N0cepa Fagotipo Ribotipo tipo-1S200 tipo-PFGE

HindlIl H/ndlll Xbel

1/90

2/90

3/90

4/90

5/90

1/91

2/91

3/91

4/91

5/91

1/92

2/92

3/92

4/92

5/92

1/93

2/93

3/93

4/93

5/93
1/94

2/94

3/94

4/94

5/94

1. Discriminación:

cl
A
D9

Dl

01

Ade

A

Ade

Ela

Ela

D9

D9

46

46

Ela

01

B2

B2

Ad e

Ela

cl

A

1 + IV

Ela

Ade

0,893

6

8

9

10

11

6

12

13

14

6

9

9

15
16

17

18

19

20

18

21

22

20

23

20

9

0,956

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

4

1

1

1

1

1

5

1

1

0,157

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

20

21

22

23

24

25

26

15

27

28

15

29

30

31

0,986
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Tabla

Brote

3. Distribución de los

Ntcepas Fagotipo

tipos obtenidos

Ribotipo

H/ndlll Pstl

en brotes

del

epidémicas.

Tipo-1S200

Tipo

PFGE

XbalHin o’lll PstI

1 4 01 24 8 8 1 2 32

2} 5 04

04

25 9

26 10

9

9

6 4

6 4

33

34

3 4 Ela 27 9 10 1 2 36

4}

34

34

7 6

28 11

1

11

1 2

1 2

8

8
25 46 16 12 12 1 2 22

J 12 46 29 12 l2var 1 2 36

6 4 Ade 30 13 13 1 2 37

7 5 Dl 14 14 8 1 2 38

8 9 1+1V 23 15 7 7 5 29

* Brotes en los que

métodos utilizados

var Variante o subtipo

se observaron 2 tipos diferentes en alguno de los

Los brotes 2, 4 y 5 se describen individualmente:

Brote 2.

Se recibieron 6 cepas de enfermos procedentes de este brote que

se originó en Guipúzcoa, asociado a un problema en la red de distribución

de agua de consumo, coincidiendo con un periodo de sequía que atectó

al Norte de España en esta época (Ibarluzea, 1990).
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Cinco cepas pertenecían al mismo ribotipo para cada una de las

enzimas Hindlll, Pstl y Clal. Una cepa fue diferente de las anteriores

<Figura 7> <Foto 10).

Lo mismo ocurrió cuando se estudiaron estas cepas digeridas con

la enzima Xbal por electroforesis en campo pulsado. Se obtenían los

tipos 33 y 34 que se diferenciaban en una sola banda <Figura 8> (Foto

11>.

Brote 4.

Ocurrió en un colegio de Madrid (Usera, 1993), La ribotipificación

se efectuó en 16 cepas incluyendo la de un manipulador de a¡imentos

(portador sano), 3 parejas de cepas aisladas de 3 enfermos con un

intervalo de tiempo entre los dos aislamientos de al menos un mes y una

pareja de cepas también aisladas de un solo enfermo pertenecientes a la

fase aguda de la enfermedad y a una recaída respectivamente.

Mostró 2 ribotipos diferentes con cada una de las enzimas H/ndlll,

CIa! y PstI <Figura 7). Trece cepas pertenecían al mismo ribotipo para

cada una de las enzimas analizadas <ribotipo 7 para H¡ndIlI>, una cepa

presentaba patrones de bandas diferentes de! anterior con cada enzima

<ribotipo 28 para H/ndlll). Finalmente de las dos cepas pertenecientes al

enfermo que sufrió una recaída, la de- la fase aguda mostraba un perfil

mixto que resultó debido a un cultivo mixto y pudo ser posteriormente

reaislado en colonias de cada uno de los dos tipos previamente

detectados. La cepa procedente de la recaída pertenecía al ribotipo 28.

Se seleccionaron las 3 cepas del ribotipo 28 y una cepa del

ribotipo 7 mayoritario, para el estudio de patrones de sensibilidad a

antimicrobianos e inducción de fagos lisogénicos con Mitomicina O.

Todas las cepas fueron sensibles a los 18 antimiorobianos probados. No

se detectó la presencia de fagos lisogénicos por microscopia electrónica

ni se obtuvo lisis al enfrentar los sobrenadantes a las propias cepas del

estudio ni a una selección de cepas presumiblemente sensibles.
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Sin embargo, la electroforesis en campo pulsado no distinguió

entre cepas de los dos ribotipos. Todas pertenecían al mismo tipo 8 para

Xbel <Figura 8).

Brote 5.

Se originó en un área de Barcelona durante Jos años 1990-94 con

un goteo de casos a lo largo de estos años debido a un manipulador de

alimentos ocasional que poseía una larga historia de problemas

intestina les.

Inicialmente se estudiaron 27 cepas epidemiológicamente

asociadas al brote, 26 de enfermos y una del manipulador. Se detectaron

2 ribotipos diferentes para H/ndllI, el ribotipo 16 (21 cepas, incluida la

cepa del manipulador> y el ribotipo 29 <6 cepas). Sin embargo, cuando

se analizaban los patrones obtenidos con las enzimas Pstl y C/al o bien

no se observaban diferencias entre las cepas {ribotipo 1 2 para PstI) o

aquellas eran difíciles de apreciar y se consideró que un ribotipo era una

variante del otro (ribotipos 12 y 1 ~ para CIa 1) (Figura 7).

Se estudiaron los ribotipos obtenidos con Hindlll de 3 cepas

adicionales procedentes de diferentes aislamientos del manipulador. Las

3 cepas pertenecían al ribotipo 29, diferente del de la cepa inicialmente

estudiada, por lo que, en aquellos casos de los que se poseía varios

aislamientos de un mismo enfermo, se analizaron en paralelo todas las

cepas disponibles. En total se tipificaron 7 cepas más procedentes de 6

enfermos.

En una de las parejas estudiadas y en las 4 cepas procedentes del

manipulador, se encontraron los dos tipos asociados al brote <ribotipos

16 y 29 para H/ndIll).

La electroforesis en campo pulsado también fue capaz de

diferenciar, en las mismas cepas, los dos tipos detectados por

ribotipificación <tipos-PFGE 22 y 36 para Xbal) (Figura 8> (Foto 11).
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1V. CEPASMULTIRRESISTENTES.

Se tipificaron las 8 cepas multirresistentes aisladas en España durante los

años 1990-81, diferenciándose 3 grupos de cepas (Figuras 3, 4, 6 y 6):

- Las cepas MR1 y MR2 que pertenecían al mismo fagotipo Mi,

resultaron también idénticas por el resto de [os marcadores.

- Las cepas MR4 a MR8 del fagotipo El a, entre las que se encontraban

las dos cepas del enfermo que había adquirido ~aenfermedad en la

India, eran iguales entre si para cada uno de los métodos utilizados.

- La cepa MR3 así mismo del fagotipo Eta, pero que fue diferente de las

del grupo anterior (Foto 12).

N0cepa Fagot. Ribotipos

Hindlll Psti C/al

Tipo-1S200

Hindlll Pstl

Tipo-PFGE

Xba 1

2 1 1

2 1 1

13 16 14

6 5 5

6 5 5

6 5 5

65 5

6 5 5

MR1

MR2
MR3
MR4

MAS

MR6

MR7

MR8

Ml

Ml

Ela

Ela

Ela

Ela

Ela

Ela

1 2

1 2

1 2

1 2

1 2

1 2
1 2

1 2

2

2

39

6

6

6

6

6
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No se analizaron los resultados del método de tipificación de los

fragmentos de inserción 1S200 por el bajo poder de discriminación obtenido con

esta técnica.

1. Electroforesis en campo pulsado.

Se generó un dendrograma para los diferentes tipos <Figura 9). Los

coeficientes de similitud de Sorensen entre agrupamientos fueron:

Nudo Agrup.1

1
2
3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

33

7

nudo 6

10

15

19

27

12

nudo 2

nudo 5

nudo 4

nudo 8

nudo 11

nudo 3

11

23

2

nudo 1 5

nudo 10

Agrup.2 Similitud

34

8

18

28

31

35

30

29

9

38

24

20

32

nudo 6

17

7

9

37

25

nudo

nudo

0,96

0,94

0,93

0,93

0,93

0,93

0,93

0,92

0,90

0,90

0,89

0,89

0,88

0,87

0,87

0,87

0,86

0,86

0,85

Nudo Agrupí Agrup.2 Similitud

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

nudo

nudo

nudo

nudo

nudo

nudo

nudo

nudo

nudo

nudo

nudo

nudo

nudo

nudo

nudo

16

12

1

22

18

17

24

26

14

27

13

25

22

14

4

31

32

36

37

39

nudo 1 9

13

36

21

26

16

nudo 21

nudo 1

nudo 20

nudo 28

nudo 29

3

nudo 23

nudo 33

nudo 30

nudo 35

nudo 34
5

0,83

0,83

0,83

0,83

0,82

0,81

0,80

0,78
0,78

0,76

0,75
0,74

0,74

0,72

0,69

0,69

0,68

0,66

0,59

1

Agrup. = Agrupamiento entre tipos, nudos y tipos o nudos entre si.
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2. Ribotipificación.

Se generó un dendrograma para los diferentes ribotipos obtenidos

con la enzima H¡ndlll <Figura 10). Los coeficientes de similitud de

Sorensen entre agrupamientos fueron:

Nudo Agrup.1 Agrup.2 Similitud Nudo Agrupí Agrup.2 Similitud

6 18

10 23

2 5
11 25

14 20

19 28

3 17

9 nudo 2

3 16

7 27

4 21

nudo 1 26

7 nudo 6

4 29

5 17

nudo

nudo

nudo

nudo

0,92

0,92

0,86

0,86

0,86

0,86

0,83

0,82

0,78

0,77

0,77

0,74

0,71

0,71

0,70

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

nudo

nudo

nudo

nudo

nudo

nudo

nudo

nudo

nudo

nudo

nudo

nudo

1 nudo E

8 13

10 22

16 24

12 nudo 14

11 12

18 nudo 20

9 nudo 21

22 nudo 13

24 nudo 19

23 nudo 17

16 nudo2S

27 nudo 26

28 30

Agrup. = Agrupamiento entre tipos, nudos y tipos o nudos entre si.

2

3

4

5
6

7

8
9

10

11

12

13

14

15

0,68

0,67

0,65

0,63

0,62

0,61

0,58

0,56

0,52

0,48

0,48

0,45

0,37

0,30
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Se definieron, en estos mismos grupos de cepas, nuevos ribotipos

‘múltiples” cuyos patrones representaban al conjunto de bandas

procedentes de los ribotipos individuales para /-i/ndlll, Pstl y del.

Ce p a Fagotipo

Hincilí 1

Control: 1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

NT

Ml

53

02

51

A

Ela

A

34

A

1

2

2

3
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5

6

6

7

7

Rsti

1

1

1

2

3

4

5

5

6

7

Ribotipo

CIa 1 MCilti píe

1 A

B1

B1

2

3

4

5

5

6

7

c
o
E

F

E

G

H

1

2

y

Cl 24

04 25

04 26}
3

4

Ela

34

}
5

6

7

8

Multirres.: MR1-2

MR3

34 28

46

46 29

Ade

1+1V 14

1+1V 23

Ml

Ela

MR4-8 Ela

Brote: 88

9

10

9

2

27

7

J

9

lo
1<

U

6

16

O

11 M

12

30

NI

6

11

12

12

13

14

15

1

16

l2var

13

8

7

2

13

a
P

Q

A

B1

6

14

5

s
5 F
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Discusión

El método más usado en la demostración de asociaciones

epidemiológicas entre aislados de Sa/mono//a, serotipo Typhi ha sido durante

años la fagotipificación (Edelman, 1986). Sin embargo este método tiene dertas

limitaciones, como en el caso de fagotipos muy comunes o cuando en una

cepa, por adquisición de un plásmido o fago lisogénico, se producen cambios

en su patrón de (Isis (Borecka, 1973).

Otras técnicas como la electroforesis en campo pulsado <Thong, 1994),

ribotipificación (Altwegg, 1989; Heneine, 1991), hibridación con una sonda del

fragmento de inserción 15200 (Threlfall, 1 993) y las derivadas de la reacción

en cadena de la polimerasa <Versalovio, 1991), se han desarrollado más

recientemente para discriminar entre aislados de Sa/mono//a, serotipo Typhi.

En este estudio se aplicaron dichas técnicas a una selección de cepas

recibidas en el Laboratorio Nacional de Referencia de Sa/mono//e de España

“LNRS” procedentes de diferentes años, de casos esporádicos o brotes

epidémicos, sensibles a antimícrobianos o multirresistentes y los resultados,

cuando fue oportuno, se compararon con la tradicional fagotípificacién.

Siguiendo las recomendaciones de Tenover (1995) para la interpretación

de los patrones de digestión de ADN, se utilizaron los siguientes términos en

esta discusión:

- Cepas relacionadas epideniiológícamente. Cepas aisladas de enfermos,

ambiente, etc, durante un período discreto de tiempo o de un área bien

definida, como parte de una investigación epidemiológica que sugiere que

todos los aislamientos pueden derivar de una fuente común.

- Cepas relacionadas genéticamente (clones>. Cepas “indistinguibles” una

de la otra por una variedad de pruebas genéticas o que son tan

parecidas, “estrechamente relacionadas”, que presurníblemente derivan

de una cepa parental común por un único cambio genético. La evidencia

de la clonalidad siempre es considerada relativa mientras no existan otras

pruebas en contra.

- Cepas posiblemente relacionadas. Cepas cuyas diferencias pueden ser

debidas a dos cambios genéticos independientes y por consiguiente su
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relación epidemiológica es menos evidente que en el caso anterior.

- Cepas no relacionadas. Cuando las diferencias genéticas entre las cepas

son superiores al 50%, ~o que solo podría explicarse por 3 o más

cambios genéticos independientes.

1 ELECTROFORESIS EN CAMPO PULSADO.

Las 25 cepas seleccionadas de forma aleatoria de entre las recibidas en

el LNRS durante los años 1990-1995 pertenecientes a 9 fagotipos se dividieron

en 22 tipos-PFGE, mostrando un poder discriminatorio superior al de la

fagotipificación (indices de discriminación de 0,986 y 0,893 respectivamente).

La asociación entre fagotipos y tipos-PFGE aumentó considerablemente

la discriminación entre las cepas estudiadas. Solo dos tipos se encontraron en

más de una cepa, los tipos 15 y 20. El tipo 20 apareció en 2 capas

pertenecientes al fagotipo 09, que resultaron procedentes de la misma ciudad,

habían sido aisladas en el mismo período de tiempo y, muy probablemente,

estaban epidemiológicamente relacionadas. El tipo 1 5 se obtuvo en 3 cepas de

los fagotipos A degradado y A sin aparente relación epidemiológica entre ellas.

Cuando se consideraron de forma conjunte todas las cepas estudiadas,

éstas se diferenciaron en 39 tipos y el análisis de las relaciones genéticas entre

estos produjo 13 grupos considerando que el coeficiente de similitud “OS” entre

dos grupos fuera menor de 0,80 (Nair, 1994). Con este criterio se originaba una

buena correlación entre fagotipos y tipos-PFGE entre las cepas de este estudio

<Sigura 9>.

E) menor coeficiente de similitud entre tipos fue 0,59, lo que fundamente

la clonalidad de este serotipo, si bien no parece ser tan estrictamente clonal

como en el estudio de Selander <1990) que establecía la existencia de dos

únicos clones, uno de ellos predominante y de distribución mundial, y un

coeficiente de similitud entre ellos superior a 0,80.

El mayor interés del análisis se obtuvo tanto de la división en grupos

como de la comparación entre los patrones obtenidos de cepas procedentes de
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Los fagotipos A y A degradado, también muy frecuentes entre las cepas

aisladas en España, se localizaban en los grupos III, IV y V. Las 6 cepas

procedentes del fagotipo A so dividieron en otros tantos tipos por electroforesis

en campo pulsado y las 5 cepas del fagotipo A degradado en 4 tipos.

El fagotipo A degradado se deriva del fagotipo A por pérdida de la

capacidad de lisarse frente a algunos do los fagas del juego, no existiendo un

patrón de lisis concreto para aquel fagotipo. El origen común puede

establecerse entre algunas cepas de estos dos fagotipos como en el caso del

tipo 1 5 encontrado en dos cepas de ks fagotipos A y A degradado y entre los

tipos 15 y 31 con un CS entre ellos de 0,93 que demuestra su estrecha

relación genética <nudo 5>.

El fagotipa B2 posee un patrón de lisis complejo, lisándose frente a un

gran número de fagas del juego, entre ellos frente al fago A, al que solo son

sensibles las cepas de los fagotipos A, A degradado y B2. Las cepas del

fagotipo A se lisan por todos los fagas del juego, por lo que su identificación

es clara, pero las cepas de los fagotipos B2 y A degradado pueden llegar a

confundirse cuando los patrones de lisis no se ajustan claramente al esquema

del fagotipo B2 pero son muy próximas.

En los grupos III y IV se encontraban incluidos tipos electroforéticos de

los fagotipos A, A degradado y 82 y el menor coeficiente de similitud entre

tipos fue 0,81 <nudo 25). Esto indicaría un origen común para los tres fagotipos

que a partir del fagotipo A, en algunos casos habrían evolucionado hacia el

lagotipo 82 y en otros a diferentes variedades de patrones de lisis no

reconocidos y englobados actualmente bajo el nombre do fagotipo A degradado.

Las 8 cepas multirresistentes aparecidas en España, pertenecientes a los

lagotipos Ml y Ela, se localizaron en los grupas III, VI y Xl por electroforesis

en campo pulsado con 7 bandas diferentes entre las copas del fagotipo Ml <tipo

2> y fagotipo El (tipos 6 y 39>. Ambos grupas podían ser considerados como

“no relacionados’.

Las dos cepas del fagotipo MI, tipificado por primera vez en España, que

hablan sido aisladas de dos enfermas del mismo pueblo, pertenecían al mismo
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patrones se diferenciaban en 2 bandas (OS 0,83> lo que, coma en el caso

anterior, podía deberse a un cambio genético puntual. La duracién de este

brote, que transcurrió a lo largo de 6 años y la historia clínica del portador, que

sugiere la posibilidad de que lo fuera desde hacía 30 añoso más, podría explicar

un cambio genético de este tipo.

Otras explicaciones para la aparición de estos dos tipos de cepas serian,

ola declaración simultánea de dos brotes en el mismo área, o que se tratara de

un brote mixto producido por dos cepas.

El hecho de que en el portador se identificaran los dos tipos de cepas,

con un alto grado de similitud entre ellos, inclina a pensar en un cambio

genético puntual como consecuencia del cual el portador eliminaba ambas tipos.

De uno de los enfermos, del que se conservaban cepas procedentes de

más de un aislamiento, también se obtuvieron los dos tipos electraforéticos.

Esto indicaba que o bien el brote se produjo primero por un tipo y más tarde por

el otro <una vez ocurrido el cambio genético en el portador> lo cual supondria

una reinfección del enfermo primero por una de las cepas y más tarde por la

otra o se trataba de un brote mixto.

La distribución en el tiempo de los dos tipos de cepas no apoya la

hipótesis de la reinfección, ya que ambos tipos han sido identificados a lo largo

de los 6 años, siendo lo más probable que se tratara de un brote mixto y que

el portador excretara simultáneamente los dos tipos de cepas.

En los otros casos se obtuvieron patrones de uno solo de los tipos por

enfermo, posiblemente debido a la práctica general de los laboratorios de

realizar el reaislamiento para subcultívos a partir de una única colonia; ésta,

obviamente, pertenecería solo a uno de los tipos.

Por todo lo anterior, la explicación más probable en este caso sería la de

una única cepa en origen que, por el largo perfodo de tiempo que se mantuvo

en el portador, sufrió un cambio genético puntual y en el momento en que se

detecta el brote, este está producido por dos cepas “estrechamente

relacionadas”.
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II RIBOTIPIFIcAcION.

El poder discriminatorio de la técnica de ribotipificación can la enzima

H¡ndlll fue 0,956 también muy elevado y, como ya ha sido descrito por otros

autores <Altvvegg, 1989; Nastasi, 1991>, superior al de la fagotipificación.

Los 30 ribotipos obtenidos con todas las cepas estudiadas se

relacionaron según el Coeficiente de Similitud de Sorenseri o Dice y se

dividieron en 22 grupos con el mismo criterio expuesta anteriormente de que

el OS entre dos grupos fuera inferior a 0,80.

Al igual que con la electroforesis en campo pulsado, la asociación de

ribotipos y fagotipos aumentó la discriminación entre las cepas. Los fagotipas

Ela, Cl, A y A degradado, tan frecuentes entre las cepas españolas, se

subdividían en ribotipos diferentes y viceversa, un mismo ribotipo era

identificado en cepas de varios fagotipos.

En el caso de las das cepas del fagotipo 09, que pertenecían al mismo

tipo por electroforesis en campo pulsado, también hubo coincidencia entre

fagotipificación y ribotipificación, ambas cepas eran indistinguibles por los 3

marcadores analizados. Esto corroboraba el supuesto anterior de que, aunque

no se tenía constancia de ello, estas dos cepas estaban ‘epidemiológicamente

relacionadas”.

Otras dos cepas coincidían en fagotipo (Ele> y ribotipo (6 para Híndlll),

lo que podr(a hacernos pensar que estaban relacionadas, sin embargo eran muy

diferentes por electroforesis en campo pulsado <tipos 6 y 19> lo cual rio permitía

sacar conclusiones de la relación epidemiológica entre ellas a pesar de que se

aislaron en el mismo año.

Cuando se estudiaron las cepas multirresistentes se confirmaron los

mismos grupos que por electroforesis en campo pulsado. Las 2 cepas del

fagotipo Ml pertenecían al mismo ribotipo 2 para HfndIll y entre las del fagotipo

Ele la cepa MRS fue claramente diferente del grupo de cepas MR4-MRS

haciéndose patente la existencia de 3 grupos distintos de cepas

multirresistentes.
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La modificación del ribotipo podía deberse a un cambio genética en

alguno de los operones ARNr, los cuales se encuántran en el genoma en

múktiples copias <Davies, 1972; Jinks-Robertson, 1987). Esta presencia

múltiple, entre otras funciones, aseguraría la viabilidad de la bacteria en el casa

de un cambio genético en uno o més de dichas operones. Por lo tanto parecería

que una mutación de este tipo podría resultar completamente recesiva para la

bacteria, no ocasionando obligatoriamente cambios en el fenotipo, Woads

(1992> propone como una de las posibles explicaciones para la aparición de dos

ribatipos diferentes, en das aislados de Ne¡sser/a ¡neningitidis pracedentes de

un mismo enfermo, la existencia de inversiones entre los operones rrnD y unE.

Inversiones de este tipo han sido demostradas en Ecoli (Hill, 1981).

Aunque la frecuencia de este u otro tipo de modificaciones genéticas y

su significación fisiológica es desconocida, parece poco probable que pueda ser

tan frecuente como en el presente estudio, pues se detecté en 3 de los 8 brotes

estudiados lo que estaría en contradicción con la supuesta estabilidad de los

operones ARNr.

Probablemente el cambio genético aconteció en algún punto del ADN

externo a los operones ARNr y las variaciones detectadas en el ribotipo lo sean

por variación en el tamaño del fragmento de ADN que transporta el operón.

Cuando se analizaron los coeficientes de similitud entre los dos tipos de

cada brote estos fueron 0,62 0,71 y 0,37 respectivamente. Estos indices de

similitud eran muy bajos en comparación con los obtenidos para los tipos

electroforéticos en campo pulsado de las mismas cepas. En el dendrograma

generado a partir de estos índices, los dos tipos de un mismo brote pertenecían,

en todos los casos, a grupos diferentes.

En un intento de buscar otras causas para la aparición de dos ribotipos

en las cepas procedentes de un brote se estudió la posible presencia de fagos

lisogénicos en las cepas del brote 4, los cuales al incorporarse al ADN,

producirían un cambio en la distribución de fragmentos tras la digestión con

endonucleasas. No se detectó la presencia de fagos lisogénicos.

La suposición de que la adquisición de algún gen de resistencia a
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antimicrobianos podía originar una redistribución de fragmentos de ADN tras la

digestión con endonucleasas y por tanto conducir a un ribotipo diferente al de

la cepa sensible nos llevó a determinar la sensibilidad frente un panel de

antimicrobianos en ambos tipos de cepas. Los 2 tipos resultaron sensibles a los

18 antimicrobianos examinados, sí bien la determinación de la concentración

mínima inhibitoria “CMI” en cada uno de ellos podría haber ofrecido más

información que la obtenida por el método utilizado de difusión en disco.

En el estudio del brote 5 se encontraron cepas de los dos ribotipos en el

portador y en uno de los enfermos, mientras que, como solo se disponía de una

cepa por enfermo en la mayoría de los otros casos, esta obviamente pertenecía

a uno u otro de los das tipos. Un CS de 0,37 entre ambos ribotipos y 4

diferencias entre los patrones de bandas nos haría pensar en cepas “no

elacionadas”, sin embargo la relación epidemiológica entre las cepas de este

brote, fuera cual fuese su ribotipo, estaba bien acreditada <Xercavins, 1966>.

También en uno de los enfermos del brote 4, del que se disponía de 2

cepas, se identificaron los dos ribotipos asociados al brote coexistiendo en el

tiempo. El coeficiente de similitud entre ambos tipos fue 0,71 y al igual que en

el caso anterior se identificaron 4 diferencias entre los patrones de bandas.

En conclusión, la aparición de ribotipos diferentes en el transcurso de un

brote epidémico puede no deberse a la adquisición de fagos lisogénicos o genes

de resistencia por parte de la bacteria sino que más probablemente se debe a

un cambio genético de otro tipo, que no necesariamente tiene que producirse

en el interior del operón ARNr y que probablemente se ve favorecido por la

existencia de portadores en Sa/mona/la, serotipo Typhi que lo son durante

largos períodos de tiempo, incluso varios años. Esta situación ocasionaría la

aparición de brotes mixtos aunque por cepas genéticamente relacionadas que

derivarían de una misma cepa parental.

Por otra parte y debido a que en esta técnica se analizan un pequeno

número de bandas, los coeficientes de similitud de Sorensen pueden verse muy

alterados, pudiendo llegar a ser muy bajos, cuando se producen variaciones

como las descritas aquí entre las cepas procedentes de un brote epidémico, y
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aparecer como “no relacionadas” y situadas en grupos muy distantes en el

dendrograma generado a partir de estos coeficientes cepas que pueden tener

un origen común.

Se analizó la influencia sobre el coeficiente de similitud de los rihotipos

obtenidos con AstI y O/al, en eque¡las cepas en las que se disponía de ellos, y

siguiendo el procedimiento de Woods (1992) se elaboraron y estudiaron nuevos

ribotipos “múltiples” compuestos por la suma de las bandas generadas con

J-iindlll, AstI y O/al.

Con la enzima Asti los coeficientes cJe similitud entre los 2 tipos de cada

uno de los 3 brotes mixtos fueron claramente superiores a los obtenidos con

b#ndlll. Los 2 ribotipos de un mismo brote presentaban en todos los casos un

CS superior a 0,75 e incluso en el caso del brate 2 todas las cepas estudiadas

pertenecían al mismo ribotipo <ribotipo 12 para Pstl).

Sin embargo, con la enzima CIal los resultados del análisis de ribotípos

entre las cepas de los brotes mixtos fueron aun peores que los obtenidos con

H¡ndlll, excepto en el caso de las dos tipos del brote 4 en el que los resultados

con ambas enzimas fueron similares.

Brote Rib/Hindlll CS Rib/PstI OS Flib/C/al OS Rib/Múltiple OS

2 } 25} 0,62 0,77 2} 0,39 K} 0,78

0,71 6 0,83 6 0,77 G} 0,68

12v} 0,27 N} 0,63

Finalmente, el coeficiente de similitud obtenido entre los 2

ribotipos “múltiples” de cada una de los brotes mixtos, fue superior al obtenido

con Hindlll en el brote 2, similar en al brote 4 y claramente mejor en el brote 5.
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Por lo tanto, un análisis cuidadoso de los resultados de la ribotipificación

cuando se estudia un brote epidémico producido por Sa/rnone//e, serotipo Typhi

permitirá establecer relaciones entre cepas siempre que sus ribotipos sean

“indistinguibles” pero nos debe hacer sospechar que ‘algunas diferencias” en

los patrones de bandas pueden ser debidas a cambios genéticos puntuales y HO

a que nos encontremos ante cepas ‘no relacionadas’.

Estas diferencias podrán evaluarse mejor si se estudian las ribotipos

generados con Pstl, aunque el poder discriminatorio sea menor que con H/ndlll,

o si se realiza el estudio de ribotipos “múltiples” generados por los patrones de

bandas obtenidos con más de una enzima.

Sin embargo en el estudio de casos esporádicos, cuando nc se conozca

una relación epidemiológica previa, y donde el estudio de ribotipos “múltiples”

Complicarla y encarecería mucho la técnica, parece difícil que se pueda

encontrar con la ribotipificación una posible asociación genética o “clonalidad”

entre cepas, lo que es de gran importancia en la detección de brotes y debe de

ser una de las características de un buen marcador epidemiológico.

III TIPIFICACION POR SECUENCIAS DE INSERCION 1S200.

Esta técnica que ha sido utilizada con éxito en algunas serotipos de

Selmane/la, tanto en la discriminación primaria del serotipo como en la

subtipificación de fagotipos mayoritarias (Baquar, 1994>, resulta poco

discriminatoria entre las cepas de Sa/monel/a, serotipo Typhi , si bien se ha

utilizado en la diferenciación de cepas sensibles y resistentes de este serotipo

lThrelfall, 1 ~93>.

Entre las cepas españolas del estudio, la tipificación por secuencias de

inserción 1S200 originc5 un número muy pequeño de tipos diferentes <indice de

discriminación de Simpson de 0,1 57) e incluso no fue capaz de diferenciar entre

las cepas sensibles, mayoritariamente del tipo 1 para /-//ndlll y las

multirresistentes, que también pertenecían al tipo 1.
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Estos resultados invalidan este método de tipificación para su utilización

como marcador epidemiológico complementario en este serotipo, ya que por

otra parte es costoso y consume gran cantidad de tiempo a pesar de la

modificación propuesta de transferencia doble de Southern, que permite obtener

das membranas a partir de un único gel para su utilización en ribotipificación y

tipificación por 1S200.

IV TIPIFICACION BASADA EN LA REACCION EN CADENA DE LA

POLIMERASA.

La gran cantidad de aplicaciones de la reacción en cadena de la

polinierasa ‘PCR” aparecidas en los últimos años y entre ellas las encaminadas

a su utilización como método de tipificación llevaron a la aplicación da esta

técnica en las cepas de Sa/mona/la, serotipo Typhi objeto de este estudio.

Desafortunadamente, ninguna de las posibles esuategias de tipificación

por PCR resultó discriminatoria entre las cepas control. Este grupo de cepas,

que se hablan elegido por su variedad en cuanto a origen, año de aislamiento,

fagotípo, área geográfica, etc y que hablan sido tan heterogéneas con las

métodos de tipificación anteriores, resultaron “indistinguibles” cuando se

amplificaron diferentes fragmentos de ADN mediante la técnica de POR.

Las técnicas REPPCR y ERIC-PCR, basadas en la presencia de secuencias

repetitivas en el cromosoma de una gran variedad de microorganiSmOS~ han sido

utilizadas con éxito como marcadores epidemiológicos en diversas especies

<Woods, 1992; G3eorghiou. 1996). Sin embargo, la discriminación entre las

cepas de Salmonella, serotipo Typhi fue nula, todas ias cepas control

presentaron el mismo patrón de bandas en el caso de REP-PCR y una única

banda con ERIC-PCR. La aplicación de esta técnica quizás pueda utilizar” en

la diferenciación de serotipos dentro de Sa/mono/la <Versalovic, 1991) pero

parece incapaz de diferenciar entre aislados del serotipo Typhi.

Basándonos en el mismo principio de la técnica anterior, se pensó en la

posibilidad do amplificar os fragmentos de ADN existentes entre dos
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secuencias 1S200 consecutivas 18200-PCA, secuencias que se encuentran en

un número relativamente alto entre las cepas de Sa/monella, serotipo Typhi <de

1 9 a 20 bandas por cepa, hibridaban con una sonda específica de dicha

secuenci¿I).

La técnica 1S200-PCR originó en 9 de las 10 cepas estudiadas un único

fragmento de — 3000 pb. El análisis de restricción de este fragmento con las

4 enzimas utilizadas originé a su vez patrones de bandas iguales en las 9 cepas

estudiadas.

Aunque está descrito que se puede amplificar un fragmento de ADN de

hasta i0~ pb con Taq ADN polimerasa (Jeffreys, 1988>, en la practica no se

suelen amplificar fragmentos de más de 4000 ph. Esta limitación de la técnica

impediría la amplificación de secuencias entre dos 15200 que se encontraran a

más distancia de 4000 pb o en el mejor de los casos de iO~ pb.

De acuerdo con nuestros resultados en las cepas de Se/mono//a, serotipo

Typhi solo 2 secuencias 1S200 se encontraron a una distancia susceptible de

originar un fragmento de amplificación por PCA, fragmento que tras el análisis

de restricción resulté ser homogéneo.

Recientemente se han descrito nuevas polimerasas <Ponce, 1992;

Wayne, 1994) capaces de amplificar fragmentos de ADN desde 5 Kpb hasta

más de 40 Kpb, que aumentarían las posibilidades de amplificación en los casos

anteriores y par tanto las posibilidades de discriminación de la técnica, directa

o posteriormente a la digestión con endanucleasas de las fragmentos

amplificados.

Se estudió la aplicación de PCA basada en el análisis de los fragmentos

obtenidos tras la amplificación~ en el operón ARNr, de la región intergénica 1 65-

23S. Esta técnica denominada PCR-ribotipificaoiófl habla detectado cambios en

dicha región capaces de diferenciar entre aislados de una misma especie tanto

en bacterias c3ram positivas como Gram negativas (Kostrflafl, 1995). En nuestro

estudio, la amplificación de esta región dio como resultado la obtención de un

mismo patrón de 2 bandas de idéntico tamaño en las 10 cepas control.
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En cada uno de tos operones ARNr de Escherichia cvii se ha descrito el

espacio entre las regiones que codifican para 1 65 y 23S ARNr. Dicha región

contiene los genes para, o bien el ARNtGul o bien los ARNt~’ y ARNt”~~’8

<Brosius, 1981; Harvey, 1988>. Suponiendo una estructura similar en el caso

de Salmonel/a, serotipo Typhi, las dos bandas obtenidas a partir de las 10 cepas

control corresponderían a los dos tipos de regiones intergénicas 1 6S-23S

descritas, sin que se detecte heterogeneidad entre ellas.

Finalmente se utilizó la estrategia de amplificación al azar usando

iniciadores arbitrarios AP-PCR. La reacción se llevó a cabo a balas temperaturas

de apareamiento y concentraciones de Mg superiores a las habituales para

facilitar unos requerimientos de complementariedad no muy exigentes entre

iniciadores y ADN molde. Esta técnica ha sido utilizada ampliamente para la

tipificación intra especies <Gomez-Lus, 1993; Struelens, 1993).

En nuestro estudio, ninguno de los 7 iniciadores seleccionados fueron

capaces de discriminar entre las cepas control. Esta técnica de tipificación se

basa en la utilización de un iniciador de secuencia arbitraria que sea

“casualmente” capaz de aparearse con las das cadenas de ADN de una zona del

cromosoma que sea ‘casualmente” heterogénea y de esta forma se produzca

la amplificación de fragmentos de distinto tamaño, bien directa o

posteriormente a su digestión con endonucleasas.

El hallazgo de uno de estos iniciadores no siempre se consigue. como

ocurrió en este estudio parlo que seda necesario seguir diseñando y probando

secuencias de iniciación nuevas, con dianas en otros puntos del cromosoma,

junto con la utilización de las nuevas polimerasas que al amplificar segmentas

mayores aumentarían las posibilidades de la técnica.
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Conclusiones

1. La electroforesis en campo pulsado de los fragmentos de restricción

obtenidos con la enzima Xbal en cepas de Sa/mono//a, serotipo Typhi,

fue un excelente marcador epidemiológico en el estudio de las cepas de

este serotipo procedentes de casos esporádicos, con un alto poder de

discriminación.

2. La elevada frecuencia con que el enfermo de fiebre tifoidea se convierte

en portador, estado en el que suelo permanecer durante un largo periodo

de tiempo, parece que favorece la aparición de variaciones genéticas

puntuales que pudieron ser detectadas por electroforesis en campo

pulsado cuando se estudiaron brotes epidémicos; si bien estas

variaciones no se diferenciaron en ningún caso en más de 2 bandas y las

cepas pudieron ser consideradas como “genét¡camente relacionadas”.

3. El poder discriminatorio de la ribotipificaclón en cepas procedentes de

casos esporádicos, de Sa/mono//a, serotipo Typhi digeridas con la enzima

H/ndlll, también fue muy elevado. Sin embargo, las variaciones

observadas entre las cepas de algunos brotes epidémicos fueron

superiores a las identificadas por electroforesis en campo pulsado. Los

patrones de cepas “epidemiológicamente relacionadas” se diferenciaron

en más de 3 bandas y los coeficientes de similitud fueron inferiores en

algunos casos a 0,50 por lo que esta técnica resultaba poco eficaz en la

detección de brotes producidos por Salmone/la, serotipo Typhi.

4. Los coeficientes de similitud entre tipas de un mismo brote epidémico,

aumentaron cuando se evaluaron los ribotipos obtenidos con Ja enzima

Pstl y los ribotipos “múltiples” obtenidos por la conjunción de bandas

procedentes de la ribotipificación de una cepa con diferentes enzimas de

restricción.

6. Las cepas multirresistentes del fagotipo Ela, aparecidas en España en el

año 1991, no procedían de una misma cepa parental. Tras el anélisis de

los tipos obtenidos por electroforesis en campo pulsada y ribotipificación

se separaron en 2 grupos o “clones” distintos.
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6. La tipificación de las cepas de Sa/mona//a, serotipo Typhi por las

secuencias de insercién ¡$200 originé una escasa discriminación entre

los aislados de este serotipo. Un tipo fue mayoritario entre las cepas

procedentes de casos esporádicos y de brotes, tanto si eran sensibles o

multirresistentes, por lo que no se recomienda su utilización como

marcador epidemiológico en este serotipo.

7. No se obtuvo discriminación entre aislados de Salmon ella, serotipo Typhi

con ninguna de las aplicaciones utilizadas de la reacción en cadena de la

polimerasa. Todas las cepas estudiadas fu&on homogéneas para cada

una de las estrategias de amplificación: REP-PCR, ERIC-PCR, 1S200-PCR,

PCR-ribotipificación y AP-POR. Sin embargo, deberían considerarse

futuras posibilidades de AP-PCR con la utilización de nuevos iniciadores

o de nuevas polimerasas que permiten la amplificación de fragmentos

mayores de ADN y la generación de patrones más estables.

8. Del análisis de los tipos electroforéticos en campo pulsado con la enzima

Xbal en las cepas de este estudio se deduce que la población de cepas

de Sa/mono//a, serotipo Typhi aisladas en España es básicamente

“clonal” aunque no tan estrictamente clonal como se habla establecido

anteriormente para cepas de otros paises. El menor coeficiente de

similitud entre tipos fue 0,59 y este seria mayor si no se hubieran

incluido los tipos procedentes da cepas importadas como es el caso de

los tipos 1, 2, 4, 5 y 6.

9. Del examen de los grupos definidos por electroforesis en campo pulsado

puede pensarse que algunos de ellos habrían sufrido una evolución

convergente en el mismo fagotipo como en el fegotipo Ele, mientras que

en la mayoría de los casos un grupo electroforético habría evolucionado

divergiendo en varios fagotipos como ocurre con los fagotipos A, A

degradado y 62.

10. Finalmente, la mejor estrategia en el estudio epidemiológico de las cepas

de Sa/mono/la, serotipo Typhi, seria:
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- La utilización como marcador epidemiológica de elección de la

lagotipificación con el juego de tagos internacional, universalmente

reconocido, que posee un buen poder de discriminación, es rápida y cíe

bajo costo. Si embargo, el juego de fagas sólo esté disponible para los

laboratorios de referencia y requiere un entrenamiento específico para la

interpretación correcta de los resultados.

Le técnica de electroforesis en campo pulsado tras la digestión de las

cepas con la enzima Xbal, seria e¶ marcador epidemiológica

complementario de la fagotipificación en el caso de los laboratorios de

referencia y el marcador epidemiolágico de elección en los laboratorios

de microbiología. Esta técnica necesita de un equipo específico, es

costosa, consume gran cantidad de tiempo y los resultados obtenidos

deben de ser cuidadosamente evaluados cuando se estudian brotes

epidémicos o en la detección de estos. Sin embargo, está disponible para

todos los laboratorios y puede aplicarse con ligeras variaciones a una

gran cantidad de microorganismos.

- Aplicar la técnica de ribatipificación en el estudio de las cepas de

Salmonella, serotipo Typhi únicamente si no se dispone de otro marcador

epidemiológico para este serotipo y. en este caso, estudiar los ribotipos

obtenidos con la enzima Pstl o los ribotipos “múltiples” elaborados por

la conjunción de los patrones de bandas obtenidos con más de una

enzima.

No se debe utilizar las técnicas de tipificación por secuencias de

inserción 15200 con las enzimas tllno’lll o Pstl ni las diversas aplicaciones

de la reacción en cadena de la polimerasa descritas en este trabajo ya

que no tuvieron ninguna utilidad en la discriminación de las cepas de

Sa/monet/a, serotipo Typhi.
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