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Introduccion

EL MICROORGANISMO: Saimonella enterica, serotipe Typhi.

Salmonella enterica, 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 especifico al hombre.

A.Posicién taxonémica y homenclatura.

El género Sa/monella pertenece a la familia Enterobacteriaceae integrada
en el grupo de bacitos Gram negativos, anaerobios facultativos, cuyas
caracteristicas morfoldgicas y bioguimicas se describen en el Manual de Bergey

{Holt, 1994}.

Las bacterias pertenecientes al género Sa/monefla se dividen en dos
gspecies: Salmonelia enterica (Le Minor, 1987) y Salmonella bongori (Reeves,
1989). Salmonella enterica se divide en seis subespecies por hibridacién ADN-
ADN y taxonomia numérica.

Las subespecies enterica, salamae, arizonae, diarizonae, houtanae e
indica pueden distinguirse en base a un pequefioc numero de reacciones
bioguimicas recogidas en la tabla 1 (Le Minor, 1982; Le Minor,1986). La
subespecie enterica representa mas del 99.5% de los aisilamientos de
Safmonelia de arigen humano (Le Minor, 1988).

La identificacién seroldgica de Salmonella en base a sus antigenos
sométicos divide a este género en 46 serogruposy la combinacion de estos con
los antigenos flagelares en mas de 2300 serotipos {Popoff, 1992).

De acuerdo con lo anteriormente expuesto la nomenclatura del
microorganismo objeto de este trabajo serfa: Salmonella enterica, subespecie
enterica, serotipo Typhi aungue por razones practicas el mismo Le Minor sugiere
que se puede emplear una nomenclatura abreviada que es la gue vamos a

utilizar en este estudio: Salmonella, serotipo Typhi.
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Tabla 1. Diferenciacién bioquimica del género Salmonella en especies y

subespecies.

Especie S. enterica S.bongori
Subesp. enterica salamae arizonae diarizonae houtanae indica
Caracteres:

Dulcitol + + — — —

ONPG (2h} — — + + - v +
Malonato — + + + — —_ —
Gelatina — + + + + + —
Sorbitol + + + + + — +
KCN — — — - + — +
L{+ }tartrato + — — — — — —_
Galacturonato — + — + + + +
y-glut.transfer. + + - + + + +
B-glucuronidasa v v - + - Y —
Mucato + + + —{70%) — + +
Salicina - - — — + — —
Lactosa - - —{75%) +(75%) — v —
Lisis fago O1 + + — + — + Y

Bioquimicamente Sal/monelia, serotipo Typhi posee algunas caracteristicas
diferentes de las demds salmonelas: no produce gas a partir de la fermentacion
de la glucosa, no descarboxila la ornitina, no utiliza el citrato como unica fuente
de carbono, no fermenta la arabinosay la produccidén de SH, en TSI es mucho

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

inoculacién.
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B. Caracterizacién fenotipica.

1. identificacion seroldgica.
Las bacterias pertenecientes al género Sa/moneila tienen tres
clases de antigenos, somaticos "0", flagelares "H" y el antigeno capsular
"\i", que dan lugar a los distintas serotipos segtn el esquema instituido
por White (1926). Otros antigenos, raras veces detectados, no tienen
ninguininterés desde el punto de vista diagnéstico, como el antigeno "M
{mucoide}, idéntico en todas las salmonelas, o el antigeno "Fim" {fimbria)
escasamente encontrado en ciertos serotipos y nunca en cepas de la
subespecie entérica .
Los serotipos, que son utilizados como gl primer marcador
epidemioldgico de la especie, vienen definidos por una particular
asociacién de antigenos somaticos, flagelares y en algunos casos
capsulares que tienen las siguientes caracteristicas:
a. Antfgenos somaticos "O".
Estos antigenos son de naturaleza lipopolisacérida, son
termoestables y de acuerdo con Lideritz {1971}, se pueden dividir
en tres regiones, una region denominada Il que constituye el l(pido
"A" v es la responsable de la toxicidad del lipopolisacéarido, la
regién 1l de naturaleza polisacarida muy parecida en todas las
salmonelas y 'a regién | también polisacarida que es variable y
responsable de la especificidad de los antigenos somaticos.
Los antigenos somaticos pueden ser clasificados en:
1. "Mayores", que son los responsables de la divisidn
del género en serogruposy estan determinados por
el grupo "cluster” de genes rfb (Makeld, 1984).

2. "Menores”, que tienen un menor valor
discriminatorio, y estan asociados a otros antigenos
y por lo tanto pueden encontrarse en diferentes

serogrupos, o proceden de la modificacién quimica

3
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de los antigenos "mayores”.

Salmonelfla serotipo Typhi posee el antigeno mayor 0:8
caracteristico del serogrupo D, el antigeno menor O:12 comun a
varios serogrupos y, en algunas cepas, ¢l antigeno O:1 resultante
de una conversién mediada por el fago P22, que introduce un
residuo de glucosa unido a la galactosa presente en la unidad de
repeticion oligosacdrida que constituye el polisacérido de la regién
l.

Los antigenos somaticos pueden sufrir diversas variaciones
entre las que la variacién lisa-rugosa es la mas importante. Esta
variacién puede suceder en todas las salmonelas y se debe a
mutaciones que afectan a la sintesis de las cadenas polisacéridas
de las regiones | y Il. Las cepas rugosas se vuelven
autoaglutinables.

b. Antigenos flagelares "H".

Los flagelos del género Salmonella son peritricos, de
naturaleza proteica y estructura compleja formada por un cuerpo
basal, cuello y filamento. Los flagelos son polimeros de unas
proteinas 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 podrian estar relacionadas con la
supervivencia de la bacteria contra jos sistemas de defensa del
huésped, pueden expresar dos especificidades de flagelos
denominados histéricamente de primera Y segunda fase,
codificados por dos genes f/C (fase 1) y fijB (fase 2), situados en
diferentes posiciones del cromosoma, apareciendo flagelos de una
u otra especificidad después de 10% a 10® divisiones bacterianas
(Silverman, 1979; lino, 1983}.

La inmensa mayoria de las cepas de Salimonella serotipo

Typhi son monofasicas Y tienen un sclo tipo de flagelos

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

Indonesia con un antigeno H:j considerado por Kauffman {1936)

como derivado del antlgeno H:d.

También se han encontrado cepas difdsicas procedentes asi
mismo de Indonesia, que junto al antigeno H:d (1° fase) poseen
otro denominado H:zg (27 fase) (Vieu, 1986; Guineé, 1981}.

¢. Antigeno capsular "Vi".

La mayorfa de las cepas de Salmonelfa, serotipo Typhi
poseen un antigeno capsular "Vi" que es un homopolisacérido de
acido D-galactosaminurdnicoy que puede eliminarse por ebullicidn.

En este antigeno "Vi" residen los receptores de los fagos
que conforman el esquema internacional de fagotipificacién para
gste germen,

La identificacién seroldgica se realiza en base a la deteccién de los
tres tipos de antlgenos de Salmonella, serotipo Typhi mediante
aglutinacién en porta, tubo o microcdpsula (Shipp, 1980).

La agtutinacidn de los antigenos somaticos y capsular es estable
y en grumaos, mientras que en el caso de los antigenos flagelares, que

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

aspecto flocular.

2. Fagotipificacién.

El primer esquema de fagotipificacion para este germen fue
desarrollado por Craigie y Yen (1938a, 1938b}, quienes describieron 4
fagos "Vi virulentos" que denominaron i, i, Nty IV y que se
diferenciaban tanto en sus propiedades fisicas como serolégicas. El fago
"\i 1" demostré tener la propiedad poco comun de adaptarse a distintas
cepas de Salmonella, serotipo Typhi de manera que Sé convertia en
especifico de la Ultima cepa en la que se podia propagar.

En 1947 el método de fagotipificacién de Salmonella, serotipo

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 "Vill" que distinguen 106 fagotipos diferentes (Edelman, 1986).
Los fagotipos y los fagos se nombran de la misma manera utilizando
letras, nUmeros 6 una combinacién de ambos, por ejemplo A, Ela, 26,
ete.

Las cepas que no se pueden tipificar por el esquema general y lo
son por los fagos | y/6 IV se dice que son del fagotipo | +1V.

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

denominan "no fagotipificables Vi negativas" (NT—), mientras que las

que no se tipifican pero si poseen cdpsula se dice que son "no

fagotipificables Vi positivas” (NT +).

Por ultimo, hay cepas que son lisadas por la mayorfa de los fagos
del juego pero que no pertenecen a ningun fagotipo establecido, son
cepas "A degradadas" ¢ "Vi degradadas” {Bergan, 1978).

La fagotipificacién ha sido tradicionalmente el marcador
epidemioldgico de eleccién para la subdivision del serotipo Typhi, a pesar
de lo cual unos pocos fagotipos pueden representar a la mayorfa de las
cepas aisladas en una determinada region.

En Espafia, al analizar los diferentes fagotipos de Sa/monelia,
serotipo Typhi durante més de 10 afios, se observé que los fagotipos E1
(30,8%), C1 (14,2%}, A (9,7%), Ade {3,6%]), 46 {6,6%), D1 (5,6%!},
NT+ (4,7%), 34 (4,2%), |+1V (3,3%) v NT— (2,6%) eran los mas

frecuentes, constituyendo més del 0% de las cepas estudiadas (Usera,

1993).

3. Colicinotipificacién.

Consiste en la deteccién de una bacteriocina, activa frente a una
cepa de Escherichia coli K12, producida por algunas cepas de
Salmonella, serotipo Typhi. Su utilidad como marcador epidemiolégico es

muy peguefia y su deteccion en cepas diferentes del fagotipo 40 es muy

escasa (Nicolle, 1985).
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Entre las cepas aisladas en Espafia todas las cepas productoras de

esta bacteriocina pertenecian al fagotipo 40 (Usera, 1993).

4. Biotipificacion.

Se investigan dos pruebas bioquimicas variables en Salmonella,
serotipe Typhi, la fermentacién 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 detectd la presencia de la enzima TTR.

5. Antibiotipificacion.

En general, la resistencia a antimicrobianos en Salmonefla, viene
codificada por plésmidos que adquieren los genes de resistencia por
transposicién desde otros plasmidos, dela misma o de otras bacterias del
huésped, o desde el cromosoma. La resistencia también puede ser debida
a mutaciones espontaneas en los genes del cromosoma bacteriano.
Finalmente, camo consecuencia de la presion antibiética ejercida en
medicina, se favorece la supervivencia de las estirpes resistentes y su
proliferacion.

Sin embargo, en Espafialos aislados de Saimonella, serotipo Typhi
son generalmente sensibles a los antimicrobianos habituaimente
utilizados en el tratamiento de la fiebre tifoidea (Usera, 1993} y la
antibiotipificacién no resulta eficaz como primer método de
discriminacion en este serotipo aungue si como sistema de vigilancia para
la deteccién de cepas resistentes.

La aparicion de una cepa resistente al cloranfenicol y otros
antibidticos, que causod una gran epidemia en Méjico en 1972 con un
numero de muertes similar a la era preantibidtica (Olarte, 1973;
Anderson, 1972) fue el detonante para la generalizacion de la
antibiotipificacién como marcador epidemioldgico.

Més recientemente la emergencia de unanueva epidemia de fiebre



Intreduccion

tifoidea en el subcontinente asiatico, producida por una cepa
multirresistents {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. Caracterizacidn genotipica.

1. Plasmidotipificacién.

Consiste en la determinacién del contenide plasmidico de las
bacterias. Los pldsmidos son moléculas de ADN extracromosémico,
circular, de doble cadena y cerrado covalentemente que replican
independientementedel cromosoma bacteriano. Pueden transferirse antre
bacterias del mismo o distinto género y, normalmente, poseen los genes
que codifican para las funciones requeridas en su transferencia vy
replicacién.

Los plasmidos pueden también transportar genes que codifican
para una gran variedad de funciones que, en teorfa, no son esenciales
para la supervivencia de Ja bacteria. Algunos plasmidos codifican para
propiedades bien conocidas como la resistencia a antibidticos {(Karmaker,
1991} v a metales pesados o factores que contribuyen a la virulencia de!
organismo (Gotuzzo, 1987).

Una de estas propiedades basada en la incapacidad de ciertos
plasmidos de coexistir en la misma bacteria ha sido usada para
desarrollar un esquema de clasificacién en "grupos de incompatibilidad™
reconocido internacionalmente (Jacob, 1977).

En el serotipo Typhi, la resistencia plasmidica al cloeranfenicol y
otros antibiéticos se ha debido en todos los casos a plasmidos del grupo
de incompatibilidad H, {Rowe, 1984). La alta incidencia de plasmidos H,

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

1986).
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Algunos trabajos han demostrado que Sa/monella, serotipo Typhi
puede sufrir cambios de fagotipo debido a la presencia de plasmidos de
resistencia (Toucas, 1978).

Aunque la plasmidotipificacién se ha utilizado con éxito como
marcador epidemiolégico complementaric en diferentes especies
bacterianas, sobre todo en brotes (Mayer, 1988}, en Saimonella, serotipo
Typhi la presencia de pldsmidos es escasa, lo que limita la aplicacién 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 6 2 plasmidos (Maher, 1986) y este porcentaje fue aun

menor en otros estudios {Murray, 1985; Phipps, 1991).

2. Patrones electroforéticos de isoenzimas.

Este procedimiento, ampliamente desarrollado en eucariotas, se
basa en el principio de que pequefias mutaciones en los genes que
codifican para la sintesis de enzimas, pueden ser detectadas por
electroforesis y utilizadas como marcador clonal. La carga eléctrica neta
de una protelna estd en relacion con su secuencia de aminodcidos y la
sustitucion de un aminoacido en la molécula, puede no afectar a la
funcién del enzima, pero probablemente maodificard su movilidad
electroforética.

Esta técnica ha sido utilizada con éxito por Selander (1 987) en el
estudio evolutivo de gran nimero de bacterias y de acuerdo con él, se
pueden detectar el 90% de las sustituciones de aminocacidos.

El nimero de clones en una especie tlpica esta comprendido entre
100 y 1000. En el caso de serotipos dentro de una misma especie,
algunos parecen pertenecer a un Gnico clon, mientras que clones no
relacionados convergen en el mismo serotipo.

Reeves y cols. {1989} y Selander y cols. {1990} han realizado
estudios de diferenciacién eiectroforética de isoenzimas en Salmonella,

serotipo Typhi demostrando que las cepas estudiadas procedfan de un

9
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solo clon segun Reeves o dos segln 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 digestion de ADN por endonucleasas.

Las endonucleasas de restriccion, enzimas que cortan el ADN
plasmidico 6 cromosémico por secuencias fijas de nucledtidos, permiten
la obtencidn de fragmentos estables para un mismo ADN, que pueden ser
separados por electroforesis en geles de agarosa,

Estudiandose los patrones electroforéticos obtenidos para cada
bacteria y enzima pueden establecerse diferencias entre las cepas. Si
bien estos patrones son faciles de analizar cuando se trata de la digestidn
de plasmidos, en el caso del ADN cromosémico [a interpretacion es
muche mas dificil al generarse un gran numero de fragmentos. La
electroforesis en campo pulsado, y el revelado de fragmentos especificos
mediante hibridacién con sondas como en el caso de la ribotipificacion
v de la tipificacidn de las secuencias de insercién 1S200 permiten
clarificar dichos patrones.

a. Electroforasis en campo pulsado.

Un buen método para la diferenciacion entre cepas es la
utilizacién de endonucleasas de restriccidon que cortan el ADN en
secuencias poco frecuentes en el genoma bacteriano y por tanto
generan un discreto namero de bandas, junto con la técnica de
slectroforesis en campo pulsado desarrollada por Schwartz
(1984), que permite la separacién de bandas de ADN desde 1 Kb
hasta 6 Mb mediante la utilizacién de dos campos eléctricos
alternativos.

Durante la electroforesis, el ADN cambia su conformacidn
produciéndose la elongacion de la molécula en la direccién dal
campo eléctrico. Si se produce una variacién en la direccién de
dicho campo, las moiéculas, antes de comenzar a migrar, son

obligadas a relajarse y reorientarse en lanueva direccién. £l tiempo

10
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de relajacién y reorientacidon estd relacionado con el peso
molecular del ADN (las moléculas mayores necesitan mas tiempo
que las pequefias), y la electroforesis en estas condiciones permite
una buena resolucién de los fragmentos por encima de b0Kb.

La electroforesis en campe pulsado ha sido utilizada con
éxito en estudios epidemioldgicos de Sa/moneffa, serotipo Typhi
(Thong, 1994; Nair, 1894).

b. Ribotipificacidn.

En el cromosoma bacteriano los genes que codifican para la
produccionde 16S, 23S y 6S ARN estén organizados en unidades
de transcripcién policistrénicas u operones. Los operones ARNr de
diferentes especies bacterianas estan muy conservados vy
presentes en multiples copias, entre 5 y 10 por genoma {Davies,
1972) por lo que una digestion del cromosoma con endonucleasas
de restriccién presumiblemente originara varios fragmentos que
transporten secuencias de estos genes ARNTr.

El niumero v localizacion de estos operones en el genoma
difiere ampliamente de unas bacterias a otras, situandose en
diferentes fragmentos de restriccion, por lo que su andlisis
puede ser utilizado como herramienta taxonémica {Grimont, 1986;
Pignato, 1992). La caracterizacién de estos fragmentos requiere
su separacién mediante electroforesis en geles de agarosa,
transferencia a membranas de nylon o nitrocelulosa por el método
de Southern {(1975) e hibridacién con sondas ADNc especificas
marcadas que permitan su visualizacién (Stull, 1988).

Altwegg y cols. {1989) estudiaron los patrones de
restriccién de los genes ARNr en una seleccién de cepas de
Salmonella, serotipo Typhi procedentes de EEUU, comparandolos
con los fagotipos y observando que un fagotipo podia 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 epidemioldgico.

c. Tipificacion por secuencias de insercién I1S200.

En 1983, Lam y Roth describieron en Salmonella, serotipo
Typhimurium una pequefia secuencia de insercion de ADN,
llamada 13200, que era especffica del género Saimonella. 1IS200 es
la secuencia de insercién bacteriana méds pequefia descrita, 708
pares de bases, y el nimero de copias y su localizacion en el
cromosoma ha sido utilizado para el estudio epidemiolégico v
filogenético de diversos serotipos {Stanley, 1992a,b,c, 1993).

En un estudio realizado sobre 49 fagotipos diferentes de
Salmonella, serotipo Typhi, se encontré que de 11 a 15 de los
fragmentos generados por la restriccién 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 concluia que, aunque debla mantenerse la fagotipificacion
como marcador epidemiolégico de eleccién en la diferenciacién
primaria de este serotipo, la tipificacién mediante las secuencias

de insercién 1S200 era un buen marcador complementario de

aquella,

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

"PCR".

Esta poderosa técnica, répida y sensible fue introducida por Saiki
y colaboradoresen 1985 y permite la obtencion de un gran numero de
copias de un fragmento especifico de ADN desde un tamano de unos
pocos pares de bases hasta mas de 10 Kilobases. Una sola copia de ADN
puede ser amplificada 10° veces en unas 3 horas y posteriormente
analizada mediante electroforesis en geles de agarosa, directa o
posteriormente a su digestién con endonucleasas. El tamafo del

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

conocimiento previo de las secuencias que flanquean dicho segmento
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son las principales limitaciones de ia técnica como método de
tipificacién.

Las amplificaciones no deseadas de posibles moléculas de ADN
contaminantes deben ser tenidas en cuenta para extremar las
precauciones en las condiciones de la reaccidn.

La reaccion necesita de 2 iniciadores o "primers" que son
oligonucledtidos 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 (hibrida) con las secuencias complementarias de los iniciadores y
una enzima termoestable, la " Thermus aqguaticus DNA polimerasa" (Saiki,
1988a) cataliza la reaccion de extension a partir de estos iniciadores. La
repeticién de este proceso o ciclo, desnaturalizacion, apareamiento y
extensién durante 20-30 ciclos produce rdpidamente un gran ndmero de
copias del ADN molde.

La técnica de PCR tiene un enorme potencial en el diagnéstico de
enfermedades infecciosas, sobre todo cuando el diagndstico tradicional
esta sujeto a pruebas bioquimicas ambiguas, cantidades insuficientes de
muestra clinica, cultivos dificiles que necesitan gran cantidad de tiempo,
etc. La técnica de PCR se ha utilizado para la deteccion de cepas de
Salmonella pertenecientes a los serogrupos A, B, C, y D {Luk, 1993),
para la diferenciacién entre el serogrupo D y el serotipo Paratyphi A
(principal serotipo del serogrupo A} (Echeita, datos no publicados), etc.
En Salmonelfia, serotipo typhi se ha desarrollado Ultimamente un método
de deteccién combinado PCR-ELISA (Luk, 1894}

Algunas de las variaciones de la técnica de PCR convencional que

puedenserutilizadas como marcadores epidemiolégicoscomplementarios

san:
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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
numero de bacterias no relacionadas) familias de secuencias
cortas repetitivas de ADN que se encuentran ampliamente
distribuidas en el cromosoma (Lupski, 1992). Su funcién no esté
clara, pudiendo colaborar en la terminacién de la transcripeidn, en
la estabilidad de ARNm o en la organizacién del cromosoma. Las
mejor caracterizadas son las secuencias "REP" {palindrémicas,
extragénicas y repetitivas) y las secuencias "ERIC" {secuencias
consenso enterobacterianas, intergénicas y repetitivas.

El resultado de la técnica de PCR con iniciadores especificos
para las secuencias REP {REP-PCR} ¢ ERIC (ERIC-PCR}, son
multiples fragmentos de ADN que representan la amplificacién de
las zonas de ADN entre dos elementos repetitivos adyacentes. Los
iniciadores utilizados son complementarios de la zona central
altamente conservada de las secuencias repetitivas, por lo que la
reaccién puede ser llevada a cabo con un solo iniciador en lugar de
dos. Esta técnica sola o en combinacién con otros métodes ha
sido empleada en la investigacién 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 insercién 1S200-PCR.

Recientemente se ha desarrcllado este método (Ross,
1993), mas rapido y simple que la hibridacién de las secuencias
1S200 con sondas especificas comentada en el apartado 2c.

Los iniciadores, complementarios de los extremos de la
secuencia, tal que el extremo 3 de cada iniciador se dirija hacia
el exterior del elemento de insercién, amplificaran las regiones

entre 2 copias consecutivas, El resultado seran fragmentos de
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ADN diferentes en peso molecular y ndmero, que pueden ser
utilizados en la diferenciacién epidemioldgica de aislados
bacterianos.

c. Ribotipificacion mediante PCR.

£n todos los operones ARNr, se encuentran unc o dos
genes que codifican para ARNt situados en el espacio entre los
genes que codifican para el ARNr 16S y 238. Los diferentes
patrones obtenidos de la amplificacion de la region intergénica
168-238, "PCR-Ribotipificacién”, con iniciadores especificos
disefiados a partir de las secuencias conservadas de estos genes,
han sido reproducibles, estables y utiles en el analisis
epidemiolégico de diferentes especies bacterianas (Kostman,
1992; 1995).

d. Amplificacién arbitraria maltiple "AP-PCR".

Utiliza uno o més iniciadores elegidos de forma arbitraria
que a bajas temperaturas de hibridacién permiten cierto niumero de
errores en el apareamiento de bases y como consecuencia se
produce la amplificacién de multiples fragmentos de ADN, algunos
de ellos polimérficos, que pueden ser analizados por electroforesis
en geles de agarosa. El polimorfismo puede ser debido a que
existan fragmentos de diferente peso molecutar, a la diferente
intensidad de las bandas y a la presencia o ausencia de bandas.

La amplificacién,si bien es arbitraria, es reproducible y
estable para unas condiciones determinadas, que deben ser
cuidadosamente seguidas, y permite la diferenciacién entre
aislados, por lo que "AP-PCR" se ha utilizado en la subtipificacién
de bacterias (Welsh, 1990; Caetano-Anollés, 1993).

e. Patrones de restriccién de ADN amplificado por PCR.

Las secuencias de ADN amplificadas por PCR, generalmente
de un tamafo entre 1 y 3 Kb, pueden ser cortadas por enzimas de

restriccion v la resolucion de estos fragmentos por glectroforesis
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en geles de agarosa utilizados para la comparacién de diferentes
aislados, "RFLP-PCR". Las enzimas utilizadas suelen ser aquellas
que reconocen secuencias cortas y que presumiblemente se

encontrardn mas frecuentemente en el fragmento a analizar.
. LA ENFERMIEEDAD: Fiebre tifoidea.
A. Breve historia.

La fiebre tifoidea es una enfermedad conocida desde antiguo que
continda siendo un serio problema de salud publica en los paises en vlias de
desarrollo, donde suele ser endémica, En los palses desarrollados, con unas
tasas pequefias de enfermedad, un alto porcentaje de casos suelen ser
importados. En 1986 la Organizacién Panamericana de Selud llevd a cabo un
simposio para reexaminar viejas "verdades" discutiendo y criticando la gran
cantidad de nueva informacién que existia acerca de la fiebre tifoidea. Edelman
(1986) recoge los puntos mas importantes de aquel simposio v, entre ellos, una
descripcién historica 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, nddulos
linfaticos mesentéricos y bazo.

En 1873 Budd evidencia que las heces son la principal fuente de
infeccion de la fiebre tifoidea, que es una enfermedad de transmisién hidrica,
que la leche, alimentos y ropas contaminadas son fuentes de diseminacion y
sugiere que la causa de la enfermedad podrfa ser un germen.

En 1880 Eberth consigue visualizar y demostrar la existencia de un
bacilo, en los nddulos 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,

Salmonella, serotipo Typhi de bazos de pacientes infectados.
La inmunizacién contra la enfermedad se inicia en 1896 con Pfeiffer y
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Kalle, usando vacunas preparadas con bacilos muertos por calor y conservados
en fenol.

En el mismo afio 1896 Gruber, Durham y Widal de forma independiente
demuestran, que la mezcla de una suspension de bacilos con suero de personas
en fase convaleciente, produce una agrupacion de aquellos, naciendo el término
aglutininas e introduciendo en el diagnéstico de la fiebre tifoidea la clasica
prueba serolégica conocida como "Reaccién de Widal".

En 1877 Koch propone tres principios fundamentales (Hail, 1991)
para el control de la enfermedad:
1. Desinfeccidn de las heces del enfermo.
Mejora en el manejo y eliminacién de las aguas residuales.
3. Aislamiento de las personas convalecientes hasta que dejen
de eliminar baciios.

Sin embargo la mortalidad continba siendo superior al 30% hasta que
Woodward y colaboradores anuncian en 1948 que la cloromicetina habia
esterilizado los hemocultivos de 10 pacientes de fiebre tifoidea en Malasia. El
uso de antibiéticos marcé 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 paises desarroliados, se siguen
detectando brotes epidémicos asociados a portadores asintomaticos que
pueden excretar Sa/monella, serotipo Typhi durante afios y por lo tanto esta

enfermedad sigue constituyendo un importante problema de salud publica en

ia actualidad.

B. Aspectos clinicos.

Salmonelia, serotipo Tiphi es una bacteria adaptada al ser humano,

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

enfermedad, ya sea directamente 0 @ través de un vehiculo por él contaminado

como agua, leche, etc.

Los factores responsables de sus manifestaciones clinicas no han sido
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totalmente definidos, presentéandose generalmente come una enfermedad
sistémica grave, a menudo acompafnada de complicaciones.

Se acepta de forma general que la via de entrada del germen es el
intestino delgado pasando rapidamente la pared intestinal y llegando a los
nédulos linfaticos e invadiendo el torrente sanguineo. Esta primera bacteriemia
no cursa con sintomas.

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 aparicion de la
sintomatologia.

La enfermedad tiene un perfode de incubacién de entre 7 y 21 dias. Entre
los sintomas cabe destacar el aumento paulatino de la fiebre hasta llegar al final
de la primera semana a los 40°C. Es muy caracterfstica la cefalea intensa, la
obnubilacidn, una bradicardia relativa y dolor abdominal, siendo mas frecuente
el estrefiimiento 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, perforacién intestinal,
choque endotéxico, colecistitis e incluso el fallecimiento del paciente.

En algunas ocasiones Safmonella, serotipo Typhi produce sindromes
diferentes a |a fiebre tifoidea como meningitis, abscesos cerebrales, neumontas,
hepatitis...etc {Verger, 1988}.

Al ser @l hombre el unice huésped de Salmonella, serotipo Typhi, la
prevalencia de portadores es critica para la perpetuacién de la enfermedad.
Entre el 2% y el 5% de los pacientes con fiebre tifoidea se convierten en
portadores crénicos, definidos estos como personas que excretan Salmonelia,
serotipo Typhi durante més de 12 meses después de la infeccién aguda. Los
portadores son potencialmente infectivos, sobre todo si manipulan alimentos o

tienen contacto con nifios o personas hospitalizadas (Hook, 1990}.
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C. Tratamiento.

Antes de la introduccién 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 infeccién. La mortalidad era superior al
10%, disminuyendo considerablemente a partir de entonces hasta llegar a ser
inferior al 2% en los paises desarrollados {Herzog, 1982).

El cloranfenicol ha sido el agente antimicrobiano usado mas
frecuentemente en el tratamiento de la fiebre tifoidea. La resistencia "in vitro"
es rara y esporadica vy al contrario de lo que sucede en la mayoria de los
patdgenos entéricos y de los otros serotipos de Sa/monella, el serotipo Typhi
permanece susceptible a los antibidticos mas comunmente utilizados.

El cloranfenicol no es caro, es de una eficacia probada, puede ser
utilizado por via oral o parenteral y generalmente restablece la temperatura
corporal normal entre 5 y 10 dfas después de haberse iniciado el tratamiento.
Sin embargo et cloranfenicol presenta potenciales efectos adversos colaterales
como anemia aplésica, depresién medular y no previene el "estado de portador”
o las complicaciones tales como perforacion intestinal.

Otros antibiticos han sido utilizados asi mismo con éxito, como
ampicilina o amoxicilina, administrada de forma intravenosa y a dosis alftas ¢
trimetoprim-sulfametoxazol sobre todo como alternativa en el caso de cepas
resistentes a cloranfenicol y ampicilina {Hook, 1990).

Cada vez con mas frecuencia se publica en la literatura la aparicion de
cepas de Salmonella, serotipo Typhi resistentes al cloranfenicol, ampiciiina y
trimetoprim-sulfametoxazol como causantes de brotes en paises como Méjico,
Perd, Vietnam 6 La India {(Wallace, 1290; Anand, 1990}, lo que ha llevado a
buscar otras terapias alternativas.

Las cefalosporinas de tercera generacion, especialmente cefotaxima,
ceftriaxona y cefoperazona son altamente eficaces frente a Salmonella, serotipo
Typhi {Soe, 1987). Estas cefalosporinas son més estables en presenciade beta-

lactamasas que otras cefalosporinas y tan efectivas como el cloranfenicol,
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Cefoperazona parece incluso ofrecer una respuesta mejor a la del
cloranfenicol en cuanto a nimero de dias de tratamiento necesarios para que
el paciente no presente fiebre y el hemocultivo resulte negativo (Pape, 1986).

Fluoroquinolonas como ofloxacino, ciprofloxacino, perfloxacino,
norfloxacinoy otras tienen una excelente actividad frente a Safmonei/a, serotipo
Typhi, inclusc 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
vy heces. Este grupo de drogas deberia ser considerado actualmente como de
eleccidn en el tratamiento de la fiebre tifoidea si ésta se ha adquirido en el
sudeste asidtico (Asperilla, 1990).

El tratamiento de nifios con cepas multirresistentes, merece una
consideracién especial debido a que se ha descrito que las quinoionas pueden
causar un dafo irreversible en el cartilago de crecimiento, por lo que no se
recomienda su uso en nifios ni en mujeres embarazadas. En estos casos, los
clinicos tienen la opcidn de usar las nuevas cefalosporinas si bien son més caras
v deben ser administradas de forma intravenosa, lo que es una desventaja sobre
todo en zonas endémicas econémicamente pobres.

Por Ultimo es de gran importancia la erradicacion del estado de portador
ya que los pacientes excretan salmonelas durante un largo periodo de tiempo,
incluso mas de dos afios. El tratamiento tradicional no resultaba satisfactorio

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

quinolonas parecen ser mas eficaces en su grradicacion.

D. Control.

E| Control de la fiebre tifoidea puede abordarse bloqueando la via de

transmisién fecal-oral, mediante la vacunacion, 0 ambas.

1. Interrupcién de la via de transmision.

Se consigue con medidas higiénicas de cardcter general como la
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potabilizacién de! agua de bebida, la correcta eliminacién 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
v las medidas de higiene personal adecuadas sobre todo con vistas a la
manipuiacion de alimentos.

Por otra parte, es necesario evitar todo contagio provocado por las
personas enfermas o los portadores asintomaticos tratando de localizar
a estos Ultimos, para lo que se han desarrollado diferentes técnicas
inmunolégicas, a fin de aplicarles el tratamiento adecuado para la

completa erradicacién de su estado de portador.

2. La vacunacion.

Es otra via de prevencion de la fiebre tifoidea sobre todo en paises
donde la enfermedad es endémica o cuando se trate de viajeros a estos
pafses. En general en paises desarrollados no esta recomendada la
vacunacidn, ya que tampoco proporciona una proteccién absoluta. A
partir de 1896 vienen desarrollandose diferentes tipos de vacunas gue
sin embargo solo han conseguido una eficacia relativa (Levine, 1989}.

Las vacunas tradicionales estan preparadas a partir de la cepa
vacunal Ty2 inactivada por calor y fenol o por acetona. La via de
administracién puede ser parenteral u oral {Ashcroft, 1964; Edwards,
1975}, esta dltima sin efectos secundarios importantes pero de eficacia
muy baja, por lo que no se recomienda su uso.

Las nuevas formulacianes estan basadas en la utilizacién de cepas
vivas atenuadas para su uso por via oral, como la desarrollada a partir de
la cepa de Salmonelfa, serotipo Typhi "Ty 21a galactosa gpimerasa
dependiente” sin apenas efectos secundarios y de una eficacia del 75%
durante el primer afio (Ferreccio, 1989; Forrest, 1991].

Otras vacunas se han desarrollado a partir de cepas auxotréficas
mutantes, como la preparada a partir de una cepa "Ty 541" con

delecciones en los genes aro A 'y pur A’y que por lo tanto necesitan de
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metabolitos aromaticos para su crecimiento (Edwards, 1988).

La desarrollada a partir del polisacérido capsular "Vi" {Robbins,
1984) 6 vacunas preparadas para inmunizar frente a mas de una
infeccion ({Tacket, 1990} son intentos prometedores en el control de la

fiebre tifoidea.

E, Epidemiologja.

Los palses desarrollados poseen sistemas de informacién epidemioldgica
que permiten conocer la situacién de las principales enfermedades humanas con
bastante aproximacion.

Basdndose en estos datos se aprecia que, en estos palises, la fiebre
tifoidea ha disminuido considerablemente en los Ultimos afios, llegando a unas
tasas de 0,24-3,7 por 100.000 habitantes en EEUU y norte de Europay de 4,3-
14,5 en el sur de Europa (Edelman, 1986).

El nimero 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 informacion epidemiolégica existente en los paises en vias de
desarrollo, no permite conocer la situacion de la fiebre tifoidea en los mismos.
Estimaciones realizadas a partir de diferentes estudios sitdan la tasa en 540 por
100.000 habitantes.

En Espafia, segun Prieto (197 1), no se tuvieron datos de morbilidad hasta
el afio 1934 en que empiezan a declararse los primeros casos, aungue no se
incluye la fiebre tifoidea entre las enfermedades de declaracién obligatoria hasta
el afo 1945. Estos estudios musstran una disminucion paulatina de la
enfermedad, con altibajos, desde 1949 con una tasa de 85,4 por 100.000
habitantes hasta el afio 1950 con una tasa de 66,1, fecha a partir de la cual se
inicia un descenso rapido y uniforme.

En este mismo periodo el nimero de decesos fue mayor entre los
hombres que entre las mujeres, invirtiéndose la tendencia a partir de 1951. Los

grupos de edad en ios que hubo més fallecimientos fueron 15-19 afios y 20-24,

22



Introduceidn

En 1978 comienza un aumento en las tasas de morbilidad con un maximo
de 15,4 en 1985, Segun algunos autores este incremento puede deberse, no
a un aumento real en el numero de casos, sino a otros factores como la
incorporacién de la red hospitalaria de INSALUD a la declaracién obligatoria en
1982 o la falta de criterios homogéneos en la definicién de caso.

A partir de este afo se reinicia una disminucion, llegando en 1994 a una
tasa 1,72 por 100.000 habitantes (BES, 1995)

En Espafia ta mayor parte de los casos declarados de fiebre tifoidea son
considerados autéctonos. Por otra parte, tal como sucede en otros paises, la
incidencia es mas alta en los meses de veranc y otofio, aunque también se

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

Las nuevas metodologias han mejorado tanto la rapidez en el diagndstico
de la fiebre tifoidea como la capacidad de realizar estudios epidemiolégicos. El
elemento ciave en ambos procesos radica en la posibilidad de identificar el
microorganismo vy determinar que este est4 asociado con la aparicion de la
enfermedad o brote epidémico.

La identificacién del microorganismo requiere el conocimiento de aquelios
atributos Unicos en él que le distinguen de los demés vy es critica en el caso de
brotes donde se hace necesario la deteccién de la fuente de infeccion.

La determinacion de las relaciones entre un conjunto de aislados nos lleva
al concepto de "clon” que a efectos précticos puede ser definido como un
conjunto de microorganismos que han sido recogidos "independientemente, de
diferentes fuentes, en diferentes localizaciones y quizés en diferentes gpocas,
pero que muestran tantas caracteristicas fenot(picas y genotipicas idénticas que
la explicacion mas verosimil para esta identidad es la de un origen comun”
(Brskov, 1983). La clonalidad no puede ser nunca totalmente asegurada, no es
absciuta, pero la certeza de que diferentes cepas pertenecen a un mismo clon
se incrementa con la utilizacién de més y mejores técnicas en su
caracterizacion.

Los métodos tradicionalesde tipificacién fenotipicacomo fagotipificacion,
antibiotipificacién, biotipificacién 6 colicinotipificacién 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 transmision epidemioldgica.

En Salmonella, serotipo Typhi, el marcador fenotipico de eleccién es la

fagotipificacidn que, al ser utilizado internacionalmente, permite un seguimiento

de la evolucion vy dispersion de los distintos fagotipos no solc a lo largo del

tiempo sino entre las distintas dreas geogréficas. A pesar del alto poder de

tipificacion tedrico del marcador (108 fagotipos diferentes), en cada pals unos

pocos fagotipos son los mas frecuentemente aislados.
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Justificacién y Objetivos

En Espafia los fagotipos E1, C1, A, Ade, 46, D1, NT+, 34, | +IVy NT—
constituyen més del 90% de las cepas estudiadas (Usera, 1993).

Por otra parte la potencial inestabilidad de los marcadores fenotipicos, a
menudo hace necesario la utilizacién de otros mas estables basados en el
examen genético de la bacteria. Entre estos, la determinacién del contenido
plasmidico, aunque ha demostrado ser en muchos casos tan especl/fico como
la fagotipificacién y superior a la antibiotipificacién, no siempre ofrece una
discriminacién suficiente. Dos cepas pueden transportar plésmidos diferentes
pero de un peso molecular similar, lo que haria necesaric la posterior
identificacién de estos por anélisis de sus fragmentos de restriccién y lo que es
aun peor, en algunos casos como en Salmonella, serotipo Typhi la presencia de
pldsmidos es poco frecuente.

La electroforesis de isoenzimas {Resves, 1989; Selander, 1890}, utilizada
con éxito en otras bacterias, en el caso de Salmonella, serotipo Typhi
demuestra la existencia de dos tinicos clones y cinco subclones, siendo el tipo
1 de dispersién 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 epidemiolégico de la fiebre tifoidea

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

l. Aplicacion, para su utilizacién como marcadores epidemioldgicos,
de los métodos moleculares: electroforesis en campo pulsado,
ribotipificacién, tipificacién por las secuencias de insercién 1S200
y reaccién en cadena de la polimerasa, sobre una seleccion de

cepas de Salmonella, serotipo Typhi aisladas en Espaia.

. Comparacion de los resultados obtenidos con |la fagotipificacidn,

marcador epidemiolégico tradicionalmente utilizado en el estudio

de este serotipo.
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Justificacion y Objetivos

Andlisis de la estructura genética de la poblacién de Saimonelfa,
serotipo Typhi y sus implicaciones en la epidemiologfa de la fiebre

tifoidea.
Eleccién del esquema de tipificacién mas adecuado para la

caracterizacién epidemioldgica de las cepas de Salmonella,

serotipo Typhi.
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Material y Métodos

|. CEPAS DE Salmonelfa, serotipo Typhi.

La poblacién de cepas de Safmonelfa, serotipo Typhi objeto de este
astudio esta formado por la coleccién de cepas de este serotipo del Laboratorio
Nacional de Referencia de Sal/monella, LNRS, remitidas por los diferentes
laboratorios de Salud Publica del pafs entre los afios 1979 y 1994,

De las cepas estudiadas, los resultados de fagotipificacién,
biotipificacién, sensibilidad a antimicrobianos, presencia de plasmidos y anélisis
de los fragmentos de restriccién obtenidos a partir de ellos, fueron gentilmente
cedidos por el LNRS.

La fagotipificacién se habia realizado usando el juego de fagos
suministrado por el Laboratorio Internacional de Referencia para fagotipificacién
de Sa/monella de Colindale, Londres {Guinnée, 1978}.

El bictipo fue determinado siguiendo las pautas del manual de Edward y
Ewing (Ewing, 1986}.

La susceptibilidad a antimicrobianos se llevo a cabo por el método de
difusion en disco de Kirby-Bauer (Bauer, 1966} y los resultados evaluados
segun los criterios del "Comité Nacional para la Normalizacién de Técnicas de
Laboratorio” de EEUU (NCCLS, 1288).

Las cepas fueron consideradas multirresistentes cuando eran resistentes
a 4 o mas antimicrobianos. En elias se investigé la presencia de pldsmidos por
el método de Birnboim y Doly (1979). Los plasmidos purificados se digirieron
con {a enzima Hindlll {(Pharmacia), segun las recomendaciones del suministrador,

Los medios de cultivo se prepararon a partir de formulaciones
deshidratadas siguiendo las instrucciones del suministrador o se elaboraron
segln el "Manual of Clinical Microbiology" {Nash, 1991).

Las cepas seleccionadas para la realizacién de esta Tesis, conservadas
en leche descremada a — 80°C, se cultivaron en agar-triptona-soja "TSA"
{Difco). Los subcultivos se realizaron bien en TSA (Difco) o bien en caldo de
cerebro-corazén "BHI" (Difco), a partir de una colonia aislada.

Las cepas se dividieron para su estudio en 4 grupos:
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1. Grupo control.

Se seleccionaron 10 cepas lo més diversas posibles, en cuanto a
su origen geografico y fagotipo. Este grupo se utilizé para la puesta a
punto de los métodos utilizados (diferentes enzimas de restriccion,
condiciones de electroforesis, condiciones de amplificacion por PCR, etc)

y como una orientacion dei poder discriminatorio de las técnicas.

N°cepa Fagotipo Provincia Ao Origen infeccidn
1 NT Desconoc. 1985 Nepal
2 M1 Palencia 1990 Pakistan
3 53 Zaragoza 1980 Zaragoza
4 D2 Barcelona 1986 SE Asia
5 51 Desconoc. 1985 Argelia
6 A Navarra 1986 Senegal
7 Ela Barcelona 1991 India
8 A Madrid 1991 Madrid
9 34 Madrid 1991 Madrid
10 A Gerona 1983 Gerona

2. Muestra aleatoria.
Se seleccioné una muestra de 25 cepas, lo mas representativa

posible, aplicando el método estadistico a la subpoblacién de cepas de

Salmonella, serotipo Typhi de los anos 1990-1994.
La muestra se estratificé por afio de aislamiento. La aleatoriedad

se asegurd por la seleccién al azar de los individuos de la muestra

mediante la aplicacién de una tabla de numeros aleatorios sobre cada una

de las subpoblaciones obtenidas en {a estratificacion.
No se consideraron en dicha estratificacién otros caracteres como

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

obtener una subdivisién excesiva con subgrupos demasiado pequenos,
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que dificultarian el posterior tratamiento estadistico de los resultados.
Tampoco se considerd el factor "origen geografico” al contar con un
elevado ndmero de provincias de las que no se disponia de cepas o estas

gran muy pocas.

N°cepa  Fagotipo Origen Provincia
1/90 C1 sangre Alicante
2/90 A descon. Alava
3/90 D2 heces Alicante
4/90 D1 sangre Barcelona
5/80 C1 sangre Zaragoza
1/91 Ade sangre Navarra
2/91 A sangre Vizcaya
3/91 Ade descon. Zaragoza
4/91 Ela sangre Ledn

5/91 Ela sangre Asturias
1/92 D9 sangre Alicante
2/92 D9 heces Alicante
3/92 46 heces Barcelona
4/92 46 sangre Barcelona
5/92 Ela heces Zaragoza
1/93 C1 orina Asturias
2/93 B2 sangre Tarragona
3/93 Ade sangre Castelidn
4/93 Ade heces Cérdoba
5/93 Ela sangre Asturias
1/94 Ci heces Gran Canaria
2/84 A sangre Barcelona
3/94 I +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 afios 1988-1994.

Brote N°cepas Afio Fagotipo Biotipo  Provincia  Referencia

Xy-TTR
1 4 1989 C1 + 4 Navarra BMS, 1990
2 6 1990 C4 + + Guipuzcea Ibarluzea, 1990
3 4 1980 Ela + + Guipuzcoa Ibaruzea, 1990
4 16 1991 34 + + Madrid Usera, 1993
5 37 1989-94 46 + + Barcelona  Navarro, 1996
6 1992 Ade + + Guadalajara BEM, 1994
7 5] 1991-94 D1 + + Burgos BEM, 1995
8 1994 [+ 1V + + Barcelona Usera, 19956

* enviado para su publicacion

4, Cepas multirresistentes a antimicrobianos.

Se analizaron 8 cepas recibidas en el LNRS en los afios 1990-91
en las que se describié por primera vez en Espafia su cardcter
multirresistente,

Las cepas MR1 y MR2 pertenecfan al fagotipo M1, aislado por
primera vez en Espafia aunque es frecuente en el continente asiatico. Las
cepas MR3 a MR8 eran del fagotipo Ela, fagotipo muy frecuente tanto

en Esparfia como en el resto del mundo.

Las cepas MR1 y MR2 fueron aisladas de 2 varones residentes en
la misma poblacién, de 14 y 51 afios de edad. Uno de ellos, el enfermo
de 51 afios, era de origen paquistanl aungue tras la encuesta
epidemiolégica no se pudo averiguar que hubiera viajado recientemente

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

(Leén v Palencia) {Usera, 1992; 1993).
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De las 6 cepas pertenecienentes al fagotipo £1a, las cepas MR7
y MR8 fueron aisladas de heces y sangre en un nifio de 4 afios de
nacionalidad India. Tras la encuesta epidemiolégica se pudo concluir que
la enfermedad habia sido adquirida en su pais de origen (Usera, 1992}.
Todas las cepas multirresistentes albergaban un pldsmido de 120
Kb que presentaba el mismo patrén de bandas tras la digestion con la

enzima Hindlll.

N°® cepa Afio Provinc, Fagot. Biot. Resistencias

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

MR1 1990 Palencia M1 —+ R R R S R R R R |
MR 2 1990 Ledn M —+ R R R 8 R R R § |
MR3 1991 Palencia Ela +4+ R R R | 8 R s s |
MR4 1991 Alicante Ela ++ R R AR S R R R § 8
MR5 1991 Alicante Ela ++ R R R 8 R R R S 8§
MR6 1991 Alicante Ela ++ R R R 8 R R R S R
MR7 1991 Barcelona Eta ++ R R R S R R R S S
MR8 1991 Barcelona Ela ++ R R R 8 R R R § 5

AM = Ampicilina, CB= Carbenicilina, CL= Cloranfenicol, GM = Gentamicina
SF = Sulfametoxazol, TE = Tetraciclina, TM = Trimetoprim, CF = Cefoperazone

KM= Kanamicina.
= Resistente, S= Sensible, i= Intermedio.

Il. ELECTROFORESIS EN CAMPO PULSADO.

A. Preparacidon de los blogues de ADN.

Debido a que las moléculas grandes de ADN son muy fragiles, y no
sobrevivirian intactas a las manipulaciones normales usadas en otros

procedimientos, es necesario inmovilizarlas embebidas en bloques de agarosa,
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segun el procedimiento descrito por B6hm {1992):

1.

Un cultivo de la cepa en BHI, a 37°C, durante 4 horas y en
agitacion para asegurar la fase exponencial de crecimiento de las
células, fue lavado y resuspendido en TE pH 8 (Tris-HCL 10mM
pH 8/EDTA 1TmM pH 8) hasta la densidad éptica 1.0 a 610 nm. La
suspension se volvié a centrifugar y se resuspendié en 2,5 m| de
solucién SE (CINa 75mM/ EDTA 25mM pH 7,4).

Se mezclaron cantidades iguales de la suspensidn anterior y
agarosa MP (Boehringer Mannheim) al 1% en solucion tampdn de
agarosa {Tris-HCI 10mM pH 7,4/ MgCl, 10mM/ EDTA 0, 1mM pH
9,5) a 56°C. Répidamente se dispensd en los moldes del equipo de
electroforesis y se dejo enfriar.

Se transfirieron los bloques solidificados a un tubo de poliestireno.
Se afiadieron 2 ml de solucién tampén de lisis { Tris-HCI 50mM pH
8/ EDTA 50mM pH 8/ Sarcosina 1%) con Proteinasa K (1mg/ml}
y se dejaron toda la noche lisando a 56-60°C.

Los bioques se lavaron 8 veces con TE pH 7,5 a intervalos de al

menos 30 minutos y se conservaron a 4°C.

B. Digestién con endonucleasas de restriccion.

La digestién con la enzima Xbal {Boehringer Mannheim) se realizé de la

forma convencional, siguiendo las recomendaciones del suministrador, pero

sobre el ADN embebido en los bloques. Se corté un trozo de bloque del tamafio

del pocillo del gel y se colocd en un microtubo. El bloque se estabilizé con 125

ul del tampén de la enzima durante 30 minutos y después de retirar este se

incubé durante toda la noche a 37°C con 125 ul de tampodn al que se afiadieron

15 unidades de la enzima.
Finalmente se colocé el blogque en el pocillo de un gel de agarosa

previamente preparado en el soporte del equipc de electroforesis a la

concentracién de 1,2% de agarosa (MP agarose, Boehringer Mannheim) en TBE

0,5x (Tris-borato 45mM/EDTA 1mM pH 8) y se sellaron los pocillos con mas
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agarosa. Como control de peso molecular se utilizaren bloques preparados con

concatémeros de A ADN (Boehringer Mannheim).

C. Electroforesis.

Se utilizé el sistema de Bio-Rad {Chef-Dr Il puised field electrophoresis
systems) para conseguir las condiciones de electroforesis necesarias para la
separacién 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 12°C. El rango de
pulsos fue de 1 a 50 segundos con un aumento lineal de los mismos
{interpolacian).

Después de |a electroforesis, los fragmentos de ADN se visualizaron ala
luz UV con un transiluminador, previo tefiido del gel por inmersién en solucion

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

Ill. RIBOTIPIFICACION.

La técnica de deteccién de los operones de ARNr se realizo con una
sonda ADNec, preparada a partir de ARNr comercial de E.cofi, marcada con
Digoxigenina siguiendo las recomendaciones de "The DIG user's Guide"

(Boehringer Mannheim). La ribotipificacién consta de los siguientes pasos:

A. Extraccion de ADN.

Los métodos de extraccién de ADN cromosémico generalmente consisten
en la lisis celular con lisozima/detergente seguido de una incubacién con
proteasa y una serie de extracciones con fenol/cloroformo/alcohol iscamilico
previamente a su precipitacién con alcohol. Estos métodos eliminan las
proteinas contaminantes pero no son tan efectivos en la eliminacién de la gran
cantidad de lipopolisacaridos que se producen en las bacterias Gram negativas
vy que posteriormente interfieren en la actividad de las endonucleasas de

restriccién.
La extracciéon con Bromuro de Hexadecil Trimetil Amonio, "CTAB"
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(Ausubel, 1991}, que forma complejos con los principales contaminantes
moleculares lipopolisacaridos y proteinas residuales, resulté muy eficaz en el
caso de las cepas de Salmonella, serotipo Typhi.

Se siguid un procedimiento minipreparativo. Las cepas se crecieron en
TSA v se resuspendieron en 600 yl de TE con SDS 0,5% vy Proteinasa K
0,1mg/ml. Esta suspensién se incubd a 37°C durante 1 hora para completar la
lisis. Tras |a adicion de 100 u de NaCl 5M, para aumentar la concentracion de
sal por encima de 0,5M vy evitar la precipitacién de los acidos nucleicos, los
lisados se incubaron con 80 ul de CTAB (CTAB 10% /NaCl 0,7M) a 65°C
durante 20 min.

Los complejos formados fueron faciimente emulsificables y extraibles
posteriormente con cloroformo/aicohol isoamilico 24:1. Después de una nueva
extraccion con fenol/cloroformo/alcohol isoamilico 25:24:1 y precipitacién con
alcohol isopropilico el ADN se resuspendid en agua destilada.

La concentracién y pureza del ADN se evalué por electroforesis en geles

de agarosa al 0,7% en TAE 1x (Tris-acetato 40mM/ EDTA 1tmM pH 8).

B. Digestién del ADN con endonucleasas de restriccién
Aproximadamente 1-2 ug del ADN obtenido fue digerido con las

endonucleasas de restriccion Hindill, Pstly Cial (Pharmacia), en las condiciones

recomendadas por el suministrador. La digestion se realizé a 37°C durante 2

horas.

C. Electroforesis de los fragmentos de restriccién

Los fragmentos resultantes de la digestion del ADN fueron separados por
electroforesis en geles de agarosa al 0,7% en tampdn TAE (Tris-acetato
040mM/ EDTA 1mM pH 8), durante toda la noche, a 30 Voltios. Se incluyé
como marcador de peso molecular el fago A digerido con HindIll marcado con
digoxigenina. Los fragmentos de ADN se visualizaron a la luz UV con un

transiluminador, tras la tincién de los geles con Bromuro de Etidio.
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D. Preparacijén de una sonda ADNc marcada con digoxigenina

El método para ia sintesis de ADNc utilizé, para catalizar ia reaccion, la

enzima "transcriptasa inversa” (Verma, 1981).

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

pH de la mezcla de reaccidn es el elegido para la incubacién. En presencia de

altas concentraciones de deoxi-nucleétidos (dNTP} y Mg** se producen muy

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

prematura terminacion de la cadena que se esté sintetizando.

Se siguid el siguiente procedimiento:

1.

En un microtubo estéril mezclar 10 ul de la mezcla de
oligonucledtidos 10x, 4 pl de solucién tampén 5x {250 mM Tris-
HCL pH 8,5/ 40mM MgCl,/ 150 mM ditiotritiol DTT), 0,25 ul de
ARNr {4ug/ul} y 10,75 pl de agua destilada estéril.

Calentar a 68° C durante 5 minutos y dejar enfriar tentamente a
temperatura ambiente.

Afiadir 2 ul de dNTP 10x marcados con digoxigenina y 3 ul de
transcriptasa inversa AMV-RT. Mezclar suavemente e incubar a
42° C durante 1 hora al menos.

Precipitar el ADNc marcado con digoxigenina anadiendo 2 ul de
LiCl 4M y 50 ul de Etanol 95% a -20° C. Mezclar suavemente y
centrifugar a 15.000 g durante 15 minutos.

Descartar el sobrenadante y lavar el sedimento con 100 ul de
Etanol 70%.

Centrifugar 4 minutos, eliminar el sobrenadante y secar a vacio
durante 15 minutos. La sonda se resuspende en 20 pyl de TE y se

guarda a -20° C si no va a ser usada inmediatamente.

La estimacion de la cantidad de ADNc marcado con digoxigenina que

contiene la sonda se realizé 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 80°C durante 2 horas. La membrana se sometid a los mismos pasos

de deteccion 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 realizé por el

procedimiento, descrito por Shoutern {1975}, siguiendo el manual "Currents

Protocols in Molecular Biology" {Ausubel, 1991):

1.

Despurinacidn del gel en HCI 0,25N. Mejora la transferencia de los
fragmentos de ADN de mas de 10 Kb,

Desnaturalizacién del ADN con NaOH 0,5N/NaCl 1,5M
Neutralizacién con NaCl 1,5 M pH 7,2/ Tris HCl 0,5 M pH 7,2/
EDTA 0,001 M pH 7.4.

Transferencia de los fragmentos de ADN desde el gel a una
membrana de nylon (Boshringer Mannheim) positivamente
cargada. La transferencia se realizé por capilaridad en SSC 10x
(1x = NaCl 150 mM/ Citrato sédico 5 mM pH 7} durante toda la
noche. Una alternativa que acorta el tiempo a 1-2 horas es la
transferencia a vaclo.

Una variacién de este paso, que permitia la transferencia
simultdnea a 2 membranas, consistié en situar el gel entre 2
membranas de nylon y este conjuntc entre 4 hojas de papel
Whatman. Finalmente se terminaba el "bocadiilo” con unos 5-10
cm de papel absorbente a cada lade situando gncima un peso de
~ 2 Kg. La transferencia se desarrollaba durante toda la noche.
Fijacién del ADN a la membrana bien por irradiacién UV & por calor
a 80° C durante 2 horas. Las membranas pueden ser utilizadas

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

E. Prehibridacidn e hibridacion

La prehibridacién prepara las membranas para la posterior hibridacidn,

bloqueando las zonas de la membrana que ligarian de forma no especifica con

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

deteccidn del ADN.
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Se siguid el siguiente procedimiento:

1.

G.

Introducir la membrana en una bolsa de hibridar y afiadir 30 ml de
solucién de prehibridar SSC 5x/ N-lauril sarcosina 0,1%/ SDS
0,02%/ "blocking reagent” 1% (Boehringer Mannheim}. Sellar la
bolsa procurando que no queden burbujas.

Incubar a 68° C 1-2 horas en horno o bafio, con agitacidén suave,
Diluir 10 pl de la sonda marcada con Digoxigenina con 5 ml de
solucion de prehibridacién y calentar a ebullicién durante 10
minutos la mezcla al bafio Maria para desnaturalizar el ADN.
Enfriar rapidamente en hielo.

Desechar la solucion de prehibridacién y afadir la dilucién de
sonda preparada.

lncubar a 68° C durante toda la noche en horno o bafio, con
agitacion suave.

Retirar la dilucién de la sonda, que contiene sonda marcada sin
utilizar, y guardar a —20° C, ya que permanece estable al menos
durante un afo y puede ser reusada al menos 5 veces. Antes de
cada hibridacién la dilucién debe calentarse a ebullicién durante 10
minutos al bafio Marfa y enfriarse a continuacién répidamente.
Sacar la membrana de la bolsa de hibridacién y colocarla en una
cubeta de lavado.

Lavar 2 veces, 5 minutos cada vez, en solucién de lavado SSC 2x/
SDS 0,1% a temperatura ambiente.

Lavar 2 veces, 15 minutos cada vez, en solucién de lavado SSC

0,1x/ SDS 0,1% a la temperatura de hibridacion {68° C).

Deteccion de genes

Todas las incubaciones se realizaron a temperatura ambiente.

1.

Equilibrar la membrana durante 1 minuto en solucién tampédn 1

(100 mM Tris-HCl pH 7,2/ 150 mM NaCl pH 7.2).
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2. Bloguear la membrana sumergiéndola en solucién tampdn 2 (1%
Blocking reagent en solucién tampoén 1) durante 30 minutos,

3. Diluir anti-digoxigenina-fosfatasa alcalina a 1:5000 en solucién
tampdén 1 {16 yl anti-DG-FA en 80 mi de solucidn tampén 1}.
Incubar 30 minutos.

4. Lavar 2 veces, 15 minutos cada vez, en solucion tampén 1. Estos

favados eliminan los anticuerpos no fijados.

5, Equilibrar la membrana en solucién tampén 3 (100 mM Tris-HCI
pH 9,5/ 100 mM NaCl/ 50 mM MgCl,) durante 2 minutos.
6. Mezclar 45 ul de solucidn de azul de nitrocloro de tetrazolium

"NBT" a la concentracién de 75 mg/ml en dimetil formamida al
70% vy 37 ul de fosfato de 5-brome,4-cloro,3-indolil, 4-toluidina
"BCIP" a la concentracién de 50 mg/ml en dimetil formamida al
100% en 10 ml de solucidn tampdn 3.

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

color.
V. DETECCION DE SECUENCIAS DE INSERCION 15200.

La deteccidn de las secuencias 1S200 se realizé per un método similar a
la Ribotipificacién. Se utilizé una transferencia de Southern doble, por lo que

solamente se necesité un proceso de extraccién de ADN, restriccion,
electroforesis y transferencia de los fragmentos de restriccion para ohtener las

2 membranas de nylon usadas en ambas técnicas.
Los fragmentos generados por la digestién del ADN con HindIl y Pst| se

hibridaron con una sonda preparada por PCR anidada con dos pares de
iniciadores disefiados a partir de las secuencias publicadas (Gibert, 19381).
La prehibridacién, hibridacién y deteccidn de genes se llevé a cabo como

en el apartade de ribotipificacion.
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D. Preparacién de una sonda ADN-1S200 marcada con Digoxigenina.

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

amplificacion se utilizd una cepa tipo de Salmonelia, serotipo Typhimurium.

1.

Se amplificé por PCR un fragmento de 530 bp con los iniciadores
[S200-1 e 1S200-4. Cien ml de reaccién contenfan 100ng de ADN
molde {extraidoc de igual forma que en el apartado [lIl.A), Q,2xg de
cada iniciador v 2,5U de Taq polimerasa. La reaccién se lievé a
cabo en una mezcla 10mM Tris-clorhidrico pH 8.3/ 50mM KCI/
1,5 mM MgCl, y 200 uM de cada uno de los deoxirribonucledtidos
"dNTP".

El fragmento se sometié a electroforesis en agarosa al 1% en TAE
y se visualizd en un transiluminador de luz UV posteriormente a su
tincién con Bromuro de Etidio. El fragmento del tamafio esperado
fue recortado y separado dei gel y esta porcién se someti a 2-3
ciclos de congelacién-descongelaciona —70° C. Después de una
breve centrifugacién 5 ul del sobrenadante se utilizaron para una
segunda amplificacién de PCR.

La segunda fase se realizé con los iniciadores 1S200-2 e 15200-3
complementarios a secuencias internas del fragmento anterior,
obteniéndose un nuevo fragmento de 376 bp. La reaccion se llevé
a cabo en las condiciones descritas por el suministrador
(Boehringer Mannheim) para el marcado de productos de PCR con
Digoxigenina que basicamente no se diferenciaba de las
condiciones generales, excepto en que la concentracién final de
nucledtidos afadidos fue 200 uM para dATP, dCTP vy dGTP; 130
M para dTTP y 70 4M para 11-DIG-dUTP.

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

el namero de ciclos programados y las caracteristicas de los

iniciadores fueron:
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Iniciador 1S200 5 "—»3° Tm" Pos. Temperaturaftiempo  ciclos

Desn. Apar. Exten.

1: ATCTTGCGGTCTGGCAACTG 63.6° 46 } 94°/1° 801" 722" 30
2: CTAACAGGCGCATACGATCTGAC 63,2° 598
3: CCAATGGGGGACGAAAAGAG 63,9° 97 } 94°11" 68°/1° 722" 30

4: AGTCCTGTATCTTCGCCGTGTTC 63,8° 472

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

produce apareamiento entre este y el ADN molde

V. REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA "PCR".

De forma general, las condiciones de reaccién fueron como las del
apartado anterior. Cien ml de reaccién contenfan 100ng de ADN molde, O,2ug
de cada iniciador y 2,5U de Taq polimerasa. La reaccién se llevé a cabo en una
mezela 10mM Tris-clorhidrico pH 8.3/ 50mM KCI/ MgCl, y 200 UM de cada
dNTP. La concentracién de Mg** fue en todos los casos 1,5 mM excepto en
REP-PCR (2,5 mM) y en AP-PCR {4 mM).

En el método AP-PCR, la reaccién se llevé a cabo con un solo iniciador
por reaccién. Se probaron 17 iniciadores de los que se seleccionaron los 7
descritos posteriormente por ser los que originaban un patrén de més de una
banda con buena intensidad. Los iniciadores poseian diferente tamano (de 10
a 23 pb} y diferente contenido G+C. Algunos fueron iniciadores universales
(M13 directo} mientras que la mayoria fueron disefiados con otros propdsitos
y se utilizaron como totalmente arbitrarios.

La reaccién se inici6 en todos los casos con un ciclo de desnaturalizacion
a 94°C de 4 minutos v finalizé con un ciclo de axtensién a 72°C de 10 minutos.

Las secuencias de los iniciadores seleccionados, temperaturas de apareamiento

y nUmero de ciclos utilizados en cada caso fueron:
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Iniciador 5°—=3"° Temperatura/tiempo cicios

Desnatur. Apareamiento Extension

REP-PCR:

1: NNNNCGNCGNCATCNGGC 84°m - 40°1 7 72°/8° 30

2. NNCGNCTTATCNGGCCTAC

ERIC-PCR:
1R:ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC } 94°/1" 82°N1° 72°/18° 30

2: AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCGC

IS200-PCR:

1: CTCTTTTCGTCCCCCATTGG 94°/1 59%%° 720027 30

2: GAACACGGCGAAGATACAGGACT

ARN/-PCR:

1: TTGTACACACCGCCCGTCA 94°1” B5Y1” 72°/2° 30

2: GGTACCTTAGATGTTTCAGTTC

AP-PCR:

1:CGGTCACTGT

2Z:TGACCCCGGC

3 TTATGTAAAACGACGGCCAGT (F-M13)

4:CAGGGACTTGTTCGCACC 24°n” 36°1° 72°/2° 40
6:CCGTTCATCAACATAGG

68:TACATTCGAGGACCCCTAAGTG

7:CTTGTGCCGCTTCTATGTCCTGA

Después de la amplificacion, 104l de reaccion se sometieron a
electroforesis en agarosa al 2% en TAE y los fragmentos de ADN amplificados
se visualizaron en un transiluminador de luz UV posteriormente a su tincidn en
Bromuro de Etidio.

En algunos casos, en los que se consideré que la digestion con enzimas
de restriccion de los fragmentos obtenidos podia mejorar el poder

discriminatorio de la técnica, 10 ul de producto de PCR fueron digeridos con las
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enzimas Aful, Haelll, Hpall y Rsal en las condiciones recomendadas por el
suministrador (Pharmacia). Los fragmentos resuitantes, generalmente de
pequeiio tamafio, fueron analizados por electroforesis en geles de agarosa al
3% en TAE.

Vi. Prueba de sensibilidad a antimicrobianos.

Se realizé, en algunas de las cepas implicadas en el brote 4, por el
método de Kirby-Bauer (Bauer, 1966) de inhibicién de crecimiento por difusion
en placa del antimicrobiano impregnado en discos.

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

Penicilinas: Amoxicilina 25
Ampicilina 10
Carbenicilina 100
Monobactamicos: Aztreonam 30
Cefalosporinas: Cefazolina 30
Cefoperazona 75
Cefotaxima 30
Cefoxitina 30
Aminoglicdsidos: Amikacina 30
Gentamicina 10
Kanamicina 30
Quinolonas fluoradas: Ciprofloxacino 5
Otros: Cloranfenicol 30
Tetraciclina 30
Sulfometoxazol 100
Trimetoprim 5

Nitrofurantoina 300

VII. Induccion 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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VL. Poder de Discriminacién
Se calculd el indice de Discriminacién de los distintos métodos como
sistema de tipificacién, aplicando el "Indice de Diversidad de Simpson” (Hunter,

1988} sobre la muestra aleatoria.

N{N-1) j=1

indice de discriminacién

D
N

numero de cepas

s = numero de tipos diferentes

n,= numero de cepas pertenecientes al tipo |

IX. Analisis estadistico de los datos.

Se asignd un tipo arbitrario a cada uno de los patrones de bandas
obtenidos para ribotipificacién y electroforesis en campo pulsado. Dos patrones
o tipos fueron considerados idénticos si existia una concordancia absoluta en
el perfil de bandas y diferentes si habia una diferencia de una banda o mas.

La similitud entre dos tipos fue evaluada con el programa informatico
MVSP (Kovach Computing Services, 85 Nant-y-Felin, Pentraeth, Anglesey LL7b
8uY, Wales, Reino Unido} que realiza el analisis estadistico de muitivariables,
Ei programa MVSP creé una matriz de coeficientes de similitud de Sorensen ©
Dice (Romiing, 1992} y generd un dendrograma, por emparejamiento de medias

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

similitud {Li, 1981).
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Resuitados

I GRUPO CONTROL

1. Patrones de digestién 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, ribotipificacion y
tipificacién por las secuencias de insercién 1S200.

Para asegurar la reproducibilidad de cada técnica las cepas fueron
estudiadas al menos dos veces, repitiéndose en todos los casos el patrén 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 digirié el ADN total con la enzima Xbal. El alto
pader discriminatorio aparente y la buena resolucién de bandas determind

la seleccién de esta enzima para el estudio de los otros grupos (Figura 1),

(Foto 1).

N°cepa Fagotipo Tipo PFGE/Xbal

NT
M1
53
D2
51
A
Ela

[<o N0 » BN NS B &) B . S

a4

O W~ O o O B W N =

o
>

44



Resultados

Figura 1. Representacién de los tipos electroforéticos en campo pulsado
obtenidos con las cepas control digeridas con la enzima Xbeal. La columna O
corresponde al marcador de peso molecular de concatémeros de A ADN desde
48,5 Kpb (mondmero) hasta mas de 1000 Kpb (20-mero)

Tipos-PFGE/Xbal
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Foto 1. Tipos electroforéticos en campo pulsado del ADN de las cepas control
digerido con la enzima Xbal.
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b. Ribotipificacién |

Se analizaron los patrones de hibridacién obtenidos con las
enzimas de restriccién Clal, Pstl y Hindlll. Se obtuvieron 7 patrones
diferentes con cada una de las enzimas, con una buena resolucién de
bandas que oscilaban entre 6 y 7 por cepa. Tres cepas presentaban el
mismo patrén con las enzimas Clal y Pstl, pero sélo dos de ellas eran
iguales con la enzima Hindlll (Foto 2).

N°cepa Fagotipo Ribotipo
Clal Pstl Hindlll
1 NT 1 1 1
2 M1 1 1 2
3 63 1 1 2
4 D2 2 2 3
5 51 3 3 4
6 A 4 4 5
7 Ela 5 5 <]
8 A 5 5 6
9 34 [ 6 7
10 A 7. 7 7

Foto 2. Ribotipos/Hindlll de las cepas control de Salmonella, serotipo Typhi.
Ribotipo: 1 2 3 4 5 & 7

23, | Kpb
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Figura 2. Representacidn de los ribotipos obtenidos con las 10 cepas control de
Salmonella, serotipo Typhi digeridas con las enzimas Clal, Pstfl y Hindlll. La
columna O corresponde al marcador de peso molecular A digerido con Hindlll.

Ribotipos/Clal Ribotipos /Pstl RibabpasHind|

1 23 4 §

Se selecciond Hindlll para el estudio de la muestra aleatoria, por su
aparente mayor discriminacién y por ser ademds de uso habitual en el
laboratorio (Figura 2)

c. Tipificacién por secuencias de insercién 15200

Se estudiaron los pntm-ﬂas obtenidos con las enzimas Hindlll y
Pstl. Se obtuvieron 3 patrones diferentes para cada una de las enzimas,
siendo uno de ellos mayoritario en ambos casos (Figura 5, tipos 1 a 3)

Se eligid Hindlll, que era la enzima seleccionada en la técnica de
ribotipificacién, para posteriores estudios porque mediante la
transferencia Southern doble (a dos membranas de nylon colocadas a
ambos lados del gel) se podia realizar |a ribotipificacidn y tipificacion por
secuencias 15200 a partir de un dnico gel (foto 7).
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N°%epa Fagotipo Tipo 15200
Hindll Pstl

1 NT 1 1
2 M1 1 2
3 53 2 1
4 D2 1 2
5 51 3 3
6 A 1 2
7 Ela 1 2
8 A 1 2
9 34 1 2
10 A 1 2

2. Tipificacién basado en la técnica de "PCR"

a. REP-PCR.
No se encontraron diferencias entre las cepas del grupo control,

obteniéndose en todos fos casos el mismo patrén de bandas en el rango

de 150 a 1500 pbh.

b. ERIC-PRC.
En todas las cepas control se amplificé un dnico fragmento de

ADN de igual tamaro {~ 300 pb), (Foto 3).

¢. IS200-PCR.
En S de las 10 cepas control estudiadas se obtuvo un Unico

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

amplificar ningun 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 restriccién "RFLP-PCR" con las
enzimas Alul, Haelll, Hpall y Rsal que reconocen secuencias cortas. Los
patrones fueron iguales para cada una de las enzimas utilizadas, con un

numero de bandas que oscilaban entre 2 y 5 (Foto 4).

d. PCR-ribotipificacién.

La amplificacién de la regién intergénica que codifica para ARNr
16S y 238 de fos operones ARNr dio como resultado |la obtencidn de 2
bandas en el rango de 760 y 900 pb que posiblemente correspondian a
los 2 tipos de genes que codifican para ARNt situados en esta region
(Brosius, 1981), no encontrdndose ninguna diferencia entre ias cepas

control (Foto 4},

e. AP-PCR.

Se estudiaron las cepas control 1 y 2 con 15 iniciadores de
diferente nimero de pares de bases y diferente contenido G+ C.

Las amplificaciones se ilevaron a cabo con diferentes temperaturas
de apareamiento: 25°C, 36°C y 40°C.

La estrategia de amplificacion 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 mds aita
temperatura (en funcién del iniciador utilizado) para favorecer la
amplificacién mas especifica de fragmentos obtenidos en [a primera fase.

Se seleccionaron los 7 iniciadores descritos en el apartado de
material y métodos. Estos iniciadores amplificaban un nimero de bandas
discreto, con una buena resolucion e intensidad de las mismas, los ciclos
fueron todos iguales y la temperatura de apareamiento de 36 °C. Sin
embargo, cuando se utilizaron con las 10 cepas control, no discriminaron

entre ellas obteniéndose en todos los casos el mismo patrén.
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Foto 3. A: IS200-PCR de las cepas control 1 y 2 de Safmonelfa, serotipo Typhi.
B: ERIC-PCR de las cepas control 1 v 2 de Salmonella, serotipc Typhi. La

columna O corresponde al marcador de peso molecular.

4072 kpb
3069 P
2036

1018

517
220

Foto 4. A: Fragmentos de restriccién con la endonucleasa A/ul "RFLP-PCR" del
ADN amplificado mediante IS200-PCR en las cepas control 1 a 4 de Sa/monelfa,
serotipo Typhi. B: PCR-ribotipificacién de las cepas control 1 a 4 de Saimonella,

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

A: B:
12 34 0 12 3 4

1600kpb
1018

517
344
220
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.

MUESTRA ALEATORIA.

1. Patrones de digestién 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 Unicos encontrados en
mas de una cepa. El indice de discriminacién fue 0,986, superior al
obtenido entre las mismas cepas con la fagotipificacién {Tabla 2), {Foto
5, tipos 10 a 18).

Fueron analizadas de 13 a 15 bandas por cepa en un rango de 50
Kpb a 600 Kpb. Bandas de menor tamafioc no se podian diferenciar
facilmente. Cinco bandas fueron comunes a todos los tipos y en total se

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

b. Ribotipificacién

Todas |las cepas presentaban al menos 6 bandas de hibridacién.

Se obtuvieron 16 ribotipos (patrones de hibridacidn diferentes) con
la enzima Hindlll en las 25 cepas aleatoriamente seleccionadas de los
anos 1990-94 (Tabla 2}. Algunos de estos ribotipos se muestran en la
foto 6.

En total se obtuvo hibridacién con 18 bandas diferentes, si bien
cada cepa presentaba de 6 a 7 bandas desde un tamafo de 6.500 pb
hasta mas de 23.000 pb. No se obtuvo ninguna banda comdn a todas
las cepas, aunque algunas fueron mas frecuentes que otras {Figura 4,
tipos 6 y 8 a 23).

El ribotipo 6 coincidié con el encentrado en el grupo control. El
ribotipo 9 (4 cepas), los ribotipes 6 y 20 {3 cepas por tipo} y el ribotipo
18 {2 cepas) fueron los Unicos que se encontraron repetidos.

El indice de discriminacién 0,956 también fue superior al de [a

fagotipificacidn para las mismas cepas.
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Foto 3-Tipos-PFGE con la enzima Xbal en algunas de las cepas de Salmonella,
serotipo Typhi de la muestra aleatoria. La columna O corresponde al marcador
de peso molecular de concatémeros de A ADN desde 48,5 Kpb (mondmero)
hasta méas de 1000 Kpb (20-mero)

Columna: 1 2 3 4 5 & ]
Tipo-PGFE 10 11 12 13 14 15 % X7

T WS en g e S —

Foto 6. Ribotipos obtenidos con la enzima Hindlll en cepas de Salmonella,
serotipo Typhi. La columna O corresponde al marcador de peso molecular A
digerido con Hindlil.

Columna 1 2 3 5 & 7 B 9
Ribotipo
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c. Tipificacién por secuencias de insercién 15200

Todas las cepas estudiadas excepto dos, que presentaron un perfil
de bandas diferente a los encontrados en el grupo control, pertenecian
al tipo 1. Se diferenciaron de 19 a 20 bandas por cepa con unos pesos
moleculares desde 500 pb a més de 23.000 pb. Dieciséis bandas fueron
comunes a todos los tipos y el indice de discriminacién de Simpson fue
0,157, el mas bajo de los encontrados entre las técnicas que analizan los

patrones de digestién con endonucleasas (Tabla 2), (Figura 5, tipos 1, 4
vy 5) (Foto 7).

Foto 7. Patrones de tipificacién por secuencias de insercién 15200 en algunas
de las cepas estudiadas de Salmonella, serotipo Typhi. A: tipos 1S200/Hindlll
B: tipos 15200/Pstl. La columna O corresponde al marcador de peso molecular
A digerido con Hindlll

Columna: 0 1 2 3 4 5 0 1 2 3 4
Tipo: 1 1 2 1 3 1 2 1
- -

W
-
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Tabla 2. Distribucién de los tipos obtenidos en la muestra aleatoria con cada

uno de los métodos estudiados,

N°cepa Fagotipo Ribotipo tipo-I1S200 tipo-PFGE

Hindlll Hindlil Xbal
1/90 C1 6 1 10
2/90 A 8 1 11
3/90 D9 9 1 12
4/90 D1 10 1 13
5/90 C1 11 1 14
1/91 Ade 6 1 18
2/91 A 12 1 16
3/91 Ade 13 1 17
4/91 Ela 14 1 18
5791 Ela 6 1 19
1/92 D9 9 1 20
2/92 D9 9 1 20
3/92 46 15 1 21
4/92 46 16 1 22
5/92 Ela 17 1 23
1/93 C1 18 4 24
2/93 B2 19 i 25
3/93 B2 20 i 26
4/93 Ade 18 1 15
5/93 Ela 21 i 27
1/94 C1 22 1 28
2/94 A 20 1 15
3/94 [+ 1V 23 5 29
4/94 Ela 20 1 30
5/94 Ade 9 1 31

l. Discriminacion: 0,893 0,89b6 0.157 0,986
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Figura 3. Representacién de los tipos obtenidos por electroforesis en campo
pulsado con las cepas de Salmonella, serotipo Typhi de todos los grupos
estudiados, digeridas con la enzima Xbal. La columna O corresponde al
marcador de peso molecular de concatémeros de A ADN desde 48,5 Kpb
(mondmero) hasta més de 1000 Kpb (20-mero).
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Figura 4. Representacién de los ribotipos obtenidos con las cepas de
Salmonaella, serotipo Typhi de todos los grupos estudiados digeridas con Hindlll.
La columna O corresponde al marcador de peso molecular A digerido con Hindlll.

23,1Kpb
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Figura 5. Tipos I1S200 obtenidos con las cepas de Sa/monella, serotipo Typhi de
todos los grupos estudiados, digeridas con las enzimas Hindlll y Pstl. La
columna O corresponde al marcador de peso molecular A digerido con Hindlll.

Tipos 1S200/Hindlll Tipos 1S200/Pstl
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Il CEPAS PRODUCTORAS DE BROTES EPIDEMICOS.

En 5 de los 8 brotes estudiados todas las cepas pertenecientes a un
mismo brote presentaban idéntico tipo para cada uno de los métodos utilizados:
electroforesis en campo pulsado con la enzima Xbal, ribotipificacién con la

enzima Hindlll y tipificacién por secuencias de insercién 1S200 con la enzima

Hindlll (Tabla 3) (Fotos 8 y 9).

57



Resultados

Foto B. Tipos-PFGE con la enzima Xbal en las cepas de Saimonella, serotipo
Typhi del brote 3 (columnas 1 a 4) y en una seleccidén de cepas del brote 4

(columnas 5 a B). La columna O corresponde al marcador de paso molecular de
concatémeros de A ADN desde 48,5 Kpb {monémero) hasta més de 1000 Kpb

(20-mero).
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Fotoe 9. Ribotipos con la enzima Hindlll en las cepas de Salmonelia, serotipo
Typhi del brote 6 (columnas 1 a 4) y del brote 7 (columnas 5 a 9). La columna
0 corresponde al marcador de peso molecular A digerido con Hindlll.
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En los brotes nimero 2, 4 y 5 se obtuvieron 2 tipos diferentes por brote
con alguno de los marcadores estudiados. Para analizar més ampliamente las
variaciones observadas en este grupo de cepas se realizé el estudio adicional
de ribotipificacién con las enzimas Clal y Pstl (Figura 6) y tipificacién por
secuencias de insercidn IS200 con Psrl (Figura 5).

Figura 6. Representacién de los ribotipos obtenidos con las enzimas Clal v Pstl
en las cepas de Salmoneils, serotipo Typhi del grupo control, en las cepas
implicadas en brotes epidémicos y en las multirresistentes. La columna 0
corresponde al marcador de peso molecular A digerido con Hindlll.

Ribotipos Clal

g 10 11 12 12 13 14
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Ribotipoa Patl

23, 1Rkpb
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Tabla 3. Distribucion de los tipos obtenidos en brotes epidémicos.

Tipo

Brote N°cepas Fagotipo Ribotipo Tipo-1S200 PFGE

HindIll Pstl Clal Hindlll  Pstl Xbhal

1 4 C1 24 8 8 1 2 32

2" 5 C4 25 9 2 6 4 33

} 1 C4 26 10 9 6 4 34

3 4 Ela 27 9 10 1 2 35
4' 14 34 7 8 1 2

} 34 28 11 11 1 2 8

5 25 46 16 12 12 1 2 22

} 12 46 29 12 12, 1 2 36

Ade 30 13 13 1 2 37

7 5 D1 14 14 8 1 2 38

8 9 |+ 1V 23 156 7 7 5 29

*  Brotes en los que se observaron 2 tipos diferentes en alguno de los

metodos utilizados

var Variante o subtipo

Los brotes 2, 4 y 5 se describen individualmente:

Brote 2.
Se recibieron 6 cepas de enfermos procedentes de este brote que

se origind en Guiplizcoa, asociado a un problema en |a red de distribucion
de agua de consumo, coincidiendo conun perfodo de sequia que afectd

al Norte de Espafia en esta época {Ibarluzea, 1990).
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Resuitados

Cinco cepas pertenecian al mismo ribotipo para cada una de las
enzimas Hindill, Pstl y Clal. Una cepa fue diferente de las anteriores
(Figura 7) {Foto 10).

Lo mismo ocurrié cuando se estudiaron estas cepas digeridas con
la enzima Xbal por electroforesis en campo pulsado. Se obtenfan los

tipos 33 v 34 que se diferenciaban en una sola banda {Figura 8} (Foto

1),

Brote 4.

Ocurrié en un colegio de Madrid {Usera, 1993). La ribotipificacién
se efectud en 16 cepas incluyendo la de un manipulador de alimentos
(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 fa enfermedad y a una recaida respectivamente.

Mostro 2 ribotipos diferentes con cada una de las enzimas Hindlll,
Clal y Pstl (Figura 7). Trece cepas pertenecian al mismo ribotipo para
cada una de las enzimas analizadas (ribotipo 7 para Hindlll}, una cepa
presentaba patrones de bandas diferentes del anterior con cada snzima
{ribotipo 28 para Hindlll). Finalmente de las dos cepas pertenecientes al
enfermo que sufrié una recalda, la de. la fase aguda mostraba un perfil
mixto que resultd debido a un cultivo mixto y pudo ser posteriormente
reaislado en colonias de cada uno de los dos tipes previamente
detectados. La cepa procedente de la recalda pertenecia 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 induccién de fagos lisogénicos con Mitomicina C.
Todas las cepas fueron sensibles a los 18 antimicrobianos probados. No
se detectd la presencia de fagos lisogénicos por microscopfia electrénica
ni se obtuvo lisis al enfrentar los sobrenadantes a |las propias cepas del

estudio ni a una seleccidn de cepas presumiblemente sensibles,
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Resultades

Sin embargo, la electroforesis en campo pulsade no distinguid
entre cepas de los dos ribotipos. Todas pertenecfan al mismo tipo 8 para

Xbal (Figura 8).

Brote b,

Se originé en un 4rea de Barcelona durante los afios 1990-94 con
un goteo de casos a lo largo de estos afios debido a un manipulador de
alimentos ocasional que poseia una larga historia de problemas
intestinales.

Inicialmente se estudiaron 27 cepas epidemiolégicamente
asociadas al brote, 26 de enfermos y una del manipulador. Se detectaron
2 ribotipos diferentes para Hindlll, 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 Cfal o bien
no se observaban diferencias entre las cepas {ribotipc 12 para Pstl) o
aquellas eran dificiles de apreciar y se considerd que un ribotipo era una
variante del otro (ribotipos 12 y 12,,, para Cfal} (Figura 7).

Se estudiaron los ribotipos obtenidos con Hindlll de 3 cepas
adicionales procedentes de diferentes afslamientos del manipulador. Las
3 cepas pertenecian al ribotipo 29, diferente del de la cepa iniciaimente
estudiada, por lo que, en aquellos casos de los que se posefa varios
aislamientos de un mismo enfermo, se analizaron en paralelo todas las
cepas disponibles. En total se tipificaron 7 cepas mas 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 vy 29 para Hindlll).

La electroforesis en campo pulsado también fue capaz de
diferenciar, en las mismas cepas, los dos tipos detectados por

ribotipificacién (tipos-PFGE 22 y 36 para Xbal) (Figura 8) (Foto 11).
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Resultados

Fote 10. Ribotipificacién en las cepas de Salmonella, Typhi del brote 2. A:
Ribotipos/Hindlll (columnas 1 a B). B: Ribotipos/Psfl (columnas 68 a 12). C:
Ribotipos/Cilsal (columnas 13 a 19). La columna O corresponde al marcador de
peso molecular A digerido con Hindlll,

A B: C:
Columna: D12 3 4 D@ TR 1T 17T 131 14 1E e v e
Ribotipo: 26, 26,26, 25,25,9, 9 9,110, 9 9 2 2, 2 9, 9, 2, 2
nn’
g | - FE— & =
=28:8 = 1 ET
.o -
— =-1Fi-
— —
m- ....:!

Foto 11. Tipos-PFGE con la enzima Xbal de cepas del brote 2 (tipos-PFGE 33
¥ 34, columnas 1 a 4) y del brote 5 (tipos-PFGE 22 y 36, columnas 5 a 9). La
columna O corresponde al marcador de peso molecular de concatémeros de A
ADN desde 48,5 Kpb (mondmero) hasta més de 1000 Kpb (20-mero}.
Columna: 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 i
Tipo-PFGE: 33, 33, 33, 34, 22, 36, 2, 36, 22
— W Wi e g —




Resultados

Figura 7. Representacion de los ribotipos obtenidos en las cepas de los brotes
2, 4 y 5 digeridas con las enzimas Hindlll, Pstl v Clal. La columna O
corresponde al marcador de peso molecular A digerido con Hindlll.

Ribotipos Brotes

i avles = Brots 5
——

HindIhl Clal Hindlll Pt Clal Hindlll Pstl Cial
28 28 8 T 2 & 11 8 11 18 23 12 12 13,

Figura 8. Representacion de los tipos electroforéticos en campo pulsado en las
cepas de los brotes 2, 4 y 5 digeridas con la enzima Xbeal. La columna O
corresponde al marcador de peso molecular de concatémeros de A ADN desde
48,5 Kpb (mondmero) hasta més de 1000 Kpb (20-mero).

FFGE/Xbal Brotes

Firotes =




Resultados

V. CEPAS MULTIRRESISTENTES.

Se tipificaron las 8 cepas multirresistentes aisladas en Espafia durante los

aflos 1990-91, diferencidndose 3 grupos de cepas (Figuras 3, 4, 5 y 6):

- Las cepas MR1 y MR2 que pertenecfan al mismo fagotipo M1,
resultaron también idénticas por el resto de [os marcadores.

- L.as cepas MR4 a MR8 del fagotipo E1a, entre las que se encontraban
las dos cepas del enfermo que habfa adquirido la enfermedad en la
India, eran iguales entre si para cada uno de los métodos utilizados.

- La cepa MR3 asi mismo del fagotipo E1a, pero que fue diferente de las

del grupo anterior (Foto 12).

N°cepa Fagot. Ribotipos Tipo-15200 Tipo-PFGE
Hindlll Pstt Cial Hindlll Pstl Xbal
MR1 M1 2 1 1 1 2 2
MR2 M1 2 1 1 1 2 2
MR3 Ela 13 16 14 1 2 39
MR4 Ela 6 5 5 1 2 6
MRS Ela 6 b 5 1 2 6
MR6& Ela 6 5 5 1 2 6
MR7 Ela 6 5 5 1 2 6
MR8 Ela 6 b 5 1 2 6
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Resultados

Fote 12. Ribotipos obtenidos con las cepas multirresistentes MR3 a MRS de
Salmonella, serotipo Typhi del fagotipo E1a aisladas en Espafa. A: Ribotipos/
Hindll (columnas 1 a 8). B: Ribotipos/Pstl (columnas 7 a 12). C: Ribotipos/ Clal
' {eelumnas 13 a 18). La columna O corresponde al marcador de peso molecular
A digeride con Hindlll.

A B: C:
Columna: 0 1 2 32 45 6 7 89 PPLNLLR2DBMISIKIB
Ribotipo: 13 6 6 6 6 6 55 5505145555 5
T R . —

V. ANALISIS DE LOS DATOS.

El andlisis estadistico de la tipificacién por electroforesis en campo
pulsado con Xbal y de la ribotipificacion con Hindlll se llevd a cabo sobre el
total de los tipos obtenidos en todos los grupos estudiados (grupo control,
muestra aleatoria, brotes epidémicos’y cepas multirresistentas).

Los resultados de ribotipificacion también se analizaron con los tipos
generados en las cepas del grupo control, de los brotes epidémicos y las
multirresistentes, digeridos con las enzimas Pstl y Clal.

Siguiendo la estrategia utilizada por Woods (1992), se estudiaron en
estos mismos grupos los patrones "midltiples” formados para cada cepa por la
suma de las bandas, en orden decreciente con respecto a su peso molecular,
obtenidas con las 3 enzimas Hindlll, Pstl y Clal conjuntamenta.
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Resultados

No se analizaron los resultados del método de tipificacién de los

fragmentos de insercién 15200 por el bajo poder de discriminacién obtenido con

gsta técnica.

1. Electroforesis en campo puisado.

Se generd un dendrograma para los diferentes tipos (Figura 9). Los

coeficientes de similitud de Sorensen entre agrupamientos fuercn:

Nudo Agrup.1

Agrup.2 Similitud

Nudo Agrup.1

1
2
3 nude
4
5
&
7
B8
9 nudo
10 nudo
11 nudo
12 nudo
13 nudo
14 nudo
18
16
17
18  nudo
19 nudo

33
7
8

10

15

19

27

12
2
5
4
8

11
3

11

23
2

15

10

nudo

nudo

nudo

34

8
18
28
31
35
30
29

9
38
24
20
32

17

37
25

0,96
0,94
0,93
0,93
0,93
0,93
0,93
0,92
0,90
0,80
0,89
0,89
0,88
0,87
0,87
0,87
0,86
0,86
0,85

20
21
22
23
24
2b
26
27
28
29
30
31
32
33
34
356
36
37
38

nudo 16
nudo 12
1

22

nudo 18
nudo 17
nudo 24
nude 26
14

nudo 27
nudo 13
nudo 25
nudo 22
nudo 14
4

nudo 31
nudo 32
nudo 36
nude 37

39

nudo 19
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

Agrup.2 Similitud

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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Figura 9. Dendrograma obtenido para los tipos PFGE/Xbal. Los grupos se
definieron entre agrupamientos con un indice de similitud entre ellos igual o

superior a 0,B0.

Coef.similitud
Tipa Fagotipe Grupo
PFGE

NT

]|
LR

M1.A
&

4

A

Bz

A

Ad

Md
48
A

D@

(H]
i Ad
Ad
D1
B2

Coef.similitud 0,80
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Resultados

2. Ribotipificacion.
Se generd un dendrograma para los diferentes ribotipos ohtenidos

con la enzima Hindlli (Figura 10). Los coeficientes de similitud de

Sorensen entre agrupamientos fueron:

Mudo Agrup.l Agrup.2 Similitud Nudo Agrup.1 Agrup.2 Similitud
1 6 18 0,92 16 1 nudo 8 0,68
2 10 23 0,92 17 8 13 0,67
3 2 5 0,86 18  nude 10 22 0,65
4 11 25 0,86 19  nudo 15 24 0,63
5 14 20 0,86 20 nudo 12 nudo 14 0,62
6 19 28 0,86 21 nudo 11 12 0,61
7 3 17 0,83 22  nudo 18 nudo 20 0,68
8 9 nudo 2 0,82 23 nudo 9  nudo 21 0,66
2] nudo 3 16 0,78 24 nudo 22 nudo 13 0,62
10 nudo 7 27 0,77 25 nudo 24 nudo 19 0,48
11 4 21 0,77 26 nudo 23 nude 17 0,48
12 nudo 1 26 0,74 27  nudo 18  nude 25 0,45
13 7 nudo B 0,71 28 nudo 27 audo 26 0,37
14 nude 4 29 0,71 29 pudo 28 30 0,30
15 nudo B 17 0,70

Agrup. = Agrupamiento entre tipos, nudos y tipos o nudos entre s,
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Figura 10. Dendrograma obtenido para los ribotipos/Hindlll. No se definieron
grupos entre los agrupamientos obtenidos.

Coel.similitud

Tipo Fagotipo Grupo
F’I"GE

NT e
1]} e il
53

e 1
J

34
I
B2
I3
Ad

Ad IV
45
A

Do

i)

Ad
o
B2

r-fﬁ---l

- - e e o e e e .

Coel similitud 0,80




Resultados

Se generd un dendrograma para los ribotipos obtenidos con la
enzima Pstl en las cepas del grupo control, implicadas en brotes y
multirresistentes (Figura 11). Los coeficientes de similitud de Sorensen
entre agrupamientos fuaron:

Nudo Agrup.l Agrup.2 Similitud Nudo Agrup.1 Agrup.2 Similitud
1 1 4 0,83 8 rude 4 nude 6 0,63
2 6 1 0,83 10 rude 5§ nude 8 0,46
3 8 10 0,77 11 nude 10 14 0,37
4 5 12 0,73 12 nudoe 11 nude 8 0,37
5 nude 1 2 0,68 13 3 16 03N
6 B nudo 3 0,65 14 nudo 12 nudo 13 0,24
7 nudo 2 7 0,64 15 nudo 14 13 0,20
8 nuda 7 15 0,57

Figura 11. Dendrograma para los ribotipos obtenidos con la enzima Pstl.

Coef similitud

Ribolipt Fagolipa
Pat

A T
.l

=1

e irs
48 — BB
e
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i
14 1%
LT
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-
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i i
B
Eim
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Resultados

Se generd un dendrograma para los ribotipos obtenidos con la
enzima Clal en las cepas del grupo control, implicadas en brotes y

multirresistentes (Figura 12). Los coeficientes de similitud de Sorensen
antre agrupamientos fueron:

Mudo Agrup.1 Agrup.2 Similitud Nudo Agrup.1 Agrup.2 Similitud
1 1 4 077 "8 wdo 7 mdo 6 0,51
2 6 11 077 9 rwde 5 13 0,44
3 5 12 0,67 10 nude 4 mudo 8 0,39
4 nudo 1 2 0,67 1 B 12v 0,33
5 10 14 0,82 12 rdo 10 nude 9 0,32
6 nudo 2 7 0,60 13 nudo 12 3 030
7  nudo 3 9 0,54 14 mwde 13 nude 11 0,27

Gl el i

" Ribatipa Fagatpa

TEN-EW Y

Coaieimillitud 0,76
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Resultados

Se definieron, en estos mismos grupos de cepas, nuevos ribotipos
"multiples", cuyos patrones representaban al conjuntc de bandas

procedentes de los ribotipos individuales para Hindlll, Pstl y Clal.

Cepa Fagotipo Ribotipo
Hindll| Pstl Clal Multiple
Control: 1 NT 1 1 1 A
2 M1 2 1 1 B
3 53 2 1 1 B
4 D2 3 2 2 C
5 51 4 3 3 D
6 A 5 4 4 E
7 Ela B 5 5 F
8 A 5] 5 b F
9 34 7 6 6 G
10 A 7 7 7 H
Brote: 1 C1 24 8 8 |
2 c4 25 2 2 J
} C4 26 10 g K
3 Eia 27 9 10 L
4 34 7 6 8 G
} 34 28 11 1 M
5 46 16 12 12 N
} 46 29 12 12,4 0
6 Ade 30 13 13 P
7 FHIV 14 14 8 Q
8 L1V 23 15 7 R
Multirres.: MR1-2 M1 2 1 1 B
MR3 Ela 13 16 14 S
MR4-8 Eila 5] 5 5 F
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Resultados

Se generd un dendrograma para los ribotipos “miltiples®
elaborados con el conjunto de bandas obtenido de la suma de los
patrones con Mindlll, Pstl y Cfal (Figuras 13 y 14). Los coeficientes de
similitud de Sorensen entre agrupamientos fueron:

Nudo Agrup.l Agrup.2 Similitud Nudo Agrup.1 Agrup.2 Similitud
1 A B 0,89 10 N o 0,83
L H R 0,85 11 nude 9 nudeo 2 0,61
3 F K 0,83 12 nudo 11 nude 10 0,57
4 J L 0.81 13 rude 6 mude 7 0,66
5 nudo 1 E 0,80 14 rude 8 nudo 12 0,62
6 nude 3 nudo 4 0,78 15 nude 14 nude 13 0,47
7 I a 073 16 P S 0,48
B nudo B c omn 17 rudo 15 D 0,45
9 G M 0,68 " 18 udo 17 mudo 18 0,37

Figura 13. Dendrograma para los ribotipos "miltiples” compuestos por sl
conjunto de bandas de bandas Hindlll, Pstl y Clal.

0,80 =N -] Coal. mimiBiud
..... e e W i

Ribotipa Fagobipo

BT
L1

CHOREp

o a
i

BY0Q-rEXUQZY

1
1
1
i Cosl similitud O 80
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Resultados
Figura 14. Representacion de los ribotipos "mdltiples” obtenidos con el conjunto

de bandas procedentes de los ribotipos para Hindlll, Pstl y Clal. La columna O
corresponde al marcador de peso molecular A digerido con Hindlll.

Ribotipos/Hindlll-Pstl-Clal

on-o b DBk G N ) kel R0 7 4R 5

= Albotipos/Hindi
=== Hibotipos/Patl
= Ribotipos/Clal

756



DISCUSION......



Discusién

El método mas usado en la demostracion de asociaciones
epidemiolégicas entre aislados de Sa/monella, serotipo Typhi ha sido durante
anos la fagotipificacién (Edelman, 1986). Sin embargo este método tiene ciertas
limitaciones, como en el caso de fagotipos muy comunes o cuando en una
cepa, por adquisicién de un plasmido o fago lisogénico, se producen cambios
en su patrén de lisis {Borecka, 1973).

Otras técnicas como la electroforesis en campo puisado {Thong, 1994},
ribotipificacion (Altwegg, 1989; Heneine, 1991), hibridacién con una sonda dej
fragmento de insercién 1S200 (Threifali, 1993} y las derivadas de la reaccidn
en cadena de la polimerasa (Versalovic, 1291), se han desarrollado mas
recientemente para discriminar entre aislados de Safmonelia, serotipo Typhi.

En este estudio se aplicaron dichas técnicas a una seleccidn de cepas
recibidas en el Laboratorio Nacional de Referencia de Salmoneffa de Espaia
"LNRS" procedentes de diferentes afios, de casos esporddicos o brotes
epidémicos, sensibles a antimicrobianos o multirresistentes y los resultados,
cuando fue oportuno, se compararon con la tradicicnal fagotipificacién.

Siguiendo las recomendaciones de Tenover (1995} parala interpretacion
de los patrones de digestién de ADN, se utilizaron los siguientes términos en
esta discusidn:

- Cepas relacionadas epidemioldgicamente. Cepas aisladas de enfermos,
ambiente, etc, durante un perfodo discreto de tiempo o de un area bien
definida, como parte de unainvestigacion epidemioldgicague sugiere que
todos los aislamientos pueden derivar de una fuente comun,
- Cepasrelacionadas genéticamente (clones}. Cepas "indistinguibles" una
de la otra por una variedad de pruebas genéticas o que son tan
parecidas, “estrechamente relacionadas”, que presumiblemente derivan
de una cepa parental comun por un Unico 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 gensticos independientes y por consiguiente su
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Discusidn

relacién epidemiolégica es menos evidente que en el caso anterior,
- Cepas no relacionadas. Cuando las diferencias genéticas entre las cepas
son superiores al 50%, Jo que solo podrfa explicarse por 3 o0 més

cambios genéticos independientes.
| ELECTROFORESIS EN CAMPO PULSADO.

Las 25 cepas seleccionadas de forma aleatoria de entre las recibidas en
el LNRS durante los afios 1990-1995 pertenecientes a 9 fagotipos se dividieron
en 22 tipos-PFGE, mostrando un poder discriminatorio superior al de la
fagotipificacién (indices de discriminacién de 0,986 y 0,893 respectivamente),

La asociacién entre fagotipos y tipos-PFGE aumentd considerablemente
la discriminacion entre las cepas estudiadas. Selo dos tipos se encontraron en
mas de una cepa, los tipos 15 y 20. El tipo 20 aparecié en 2 cepas
pertenecientes al fagotipo D9, que resultaron procedentes de la misma ciudad,
hablan sido aisladas en el mismo periode de tiempo y, muy probablemente,
estaban epidemioldgicamente relacionadas. Ei tipo 15 se obtuvo en 3 cepas de
los fagotipos A degradado y A sin aparente relacion epidemiolégica entre ellas.

Cuando se consideraron de forma conjunta todas las cepas estudiadas,
éstas se diferenciaron en 39 tipos v el andlisis de las relaciones genéticas entre
estos produjo 13 grupos considerando que el coeficiente de similitud "CS" entre
dos grupos fuera menor de 0,80 (Nair, 1984). Con este criterio se originaba una
buena correlacién entre fagotipos y tipos-PFGE entre ias cepas de este estudio
{(Figura 9).

El menor coeficiente de similitud entre tipos fue 0,59, lo que fundamenta
la clonalidad de este serotipo, si bien no parece ser tan estrictamente clanal
como en el estudio de Selander {1980} que establecia la existencia de dos
Unicos clones, uno de ellos predominante y de distribucién mundial, y un
coeficiente de similitud entre ellos superior a 0,80.

El mayar interés del anélisis se obtuvo tanto de la divisién en grupos

como de la comparacion entre los patrones obtenidos de cepas procedentes de
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un mismo fagotipo o de fagotipos relacionados, para tratar de establecer las
posibles relaciones genéticas y/o epidemicldgicas entre ellas.

Asl, entre los tipos-PFGE procedentes de algunos fagotipos se observd
la presencia y/o ausencia de bandas caracteristicas como en el caso de los tipos
procedentes de los fagotipos C1 y C4 con ausencia de bandas en la regién de
150 Kpb y la presencia de una banda especifica de estos fagotipos de algo
menos da 200 Kpb.

Los tipos pertenecientes a estos dos fagotipos se localizaban en grupos
préximos (grupos VII, VIIl y IX), con un CS entre grupos igual o superiora 0,75
(nudo 30), lo que podria indicar un origen comun de estos grupos a partir del
cual sufrieron una evolucién divergente en los fagotipos C1 y C4.

Fagotipos C1 y C4

EArupo; Vi

Tipo:

banda
sspacifica

.

Fana @lfn bandas

Uno de los fagotipos més frecuentes en Espafia, el fagotipo Ela, pudo
ser dividido por electroforesis en campo pulsado en 8 tipos y estos en 2 grupos
(grupos VI y Xl). De las 14-15 bandas analizadas por tipo 11 fueron comunes
¥ una, de un peso molecular aproximado de 100 Kpb, se encontraba solamente
entre las cepas de este fagotipo y en una cepa del fagotipo D2 (tipo 4).
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Fagotipo El1a

banda i
caracteristica

¥ | N—

Los grupos VI y X| se encontraban bastante alejados entre si, con un
coeficiente de similitud entre grupos de 0,66 (nudo 37). Estos dos grupos de
cepas podrian haber sufrido una evolucién convergente en el mismo fagotipo
Ela.

Por el contrario, los tipos de un mismo grupo tendrian un origen comudn
siendo el menor coeficiente de similitud encontrado entre ellos 0,83 (nudo 20).

Tras parejas se difman-::inh:n solamente en una o dos bandas y los
coeficientes de similitud entre ellas de 0,93 (nudos 3, 6 y 7) indicaban que
genéticamente podianconsiderarse "estrechamenterelacionados”. Sinembargo,
en los tres casos se desconocia la relacidon epidemiolégica entre cepas,
procedian de diferentes CCAA y fueron aisladas en afios diferentes.

La cepa control 7, una de las seleccionadas para la puesta a punto de las
técnicas utilizadas en este trabajo, era en realidad la cepa multirresistente MR7,

de ahi la coincidencia en los tipos.
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Los fagotipos A y A degradado, también muy frecuentes entre las cepas
aisladas en Espafda, se localizaban en los grupos Ill, IV y V. Las 6 cepas
procedentes del fagotipo A se dividieron en otros tantos tipos por slectroforesis
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 frante a algunos de los fagos del juego, no existiendo un
patrén de lisis concreta para aquel fagotipo. El origen comuin puede
establecerse entre algunas cepas de estos dos fagotipos como en el caso del
tipo 15 encontrado en dos cepas de los fagotipos A y A degradado y entre los
tipos 15 y 31 con un CS entre sllos de 0,93 que demuestra su estrecha
relacion genética (nudo 5).

El fagotipo B2 posee un patrén de lisis compiejo, liséndose frenta a un
gran numero de fagos 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 fagos del juego, por lo que su identificacion
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
de! fagotipo B2 pero son muy proximos.

En los grupos lll y |V se encontraban incluidos tipos electroforéticos de
los fagotipos A, A degradado y B2 y el menor coeficiente de similitud entre
tipos fue 0,81 {nudo 25}. Esto indicaria un origen comun para los tres fagotipos
que a partir del fagotipo A, en algunos casos habrfan evolucionado hacia el
fagotipo B2 y en otros a diferentes variedades de patrones de lisis no
reconocidos y englobados actualmente bajo el naombre de fagotipo A degradado.

Las 8 cepas multirresistentes aparecidas en Espafia, pertenecientes a los
fagotipos M1 y E1a, se localizaron en los grupos lll, V1 y Xl por electroforesis
an campo pulsado con 7 bandas diferentes entre las cepas del fagotipo M1 (tipo
2) y fagotipo E1 (tipos 6 y 39). Ambos grupos podian ser considerados como
"no relacionados”.

Las dos cepas del fagotipo M1, tipificado por primera vez en Espana, que

habian sido aisladas de dos enfermos del mismo puebio, pertenacian al mismo
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tipo-PFGE 2, lo que confirmaba la sospecha de su origen comin.

Se considerd la posible relacidén
antre la cepa MR3 (tipo 39) y el grupo
de cepas MR4-MRB (tipo 6) que, adn

Multirresistent
perteneciendo al mismo fagotipo Ela i

Fagotipo E1a

presentaban diferencias de sensibilidad
frente a dos antimicrobianos. b Vi Xl
El coeficiente de similitud entre Tipo
los grupos V1 y Xl, donde se localizaban
los tipos 39 y 6 respectivamente, fue
0,66 (nudo 37) y se encontraron B
diferencias entre ambos patrones de
bandas, lo que solo podria ser explicado
por dos cambios genéticos
independientes. La relacidn

epidemiolégica entre ambos grupos seria
solo “posible”™.

Por lo tanto, los determinantes de resistencia en estos 3 grupos de cepas
multirresistentes, o bien habrian sido adquiridos independientementa por cada
una de las lineas filogenéticas o bien una de ellas se los habria transferido a las
otras posteriormente a su separacidn evolutiva.

Por dltime en el estudio de los brotes epidémicos se observa que en la
mayoria de ellos, todas las cepas procedentes de un mismo brote eran
"indistinguibles”, y su relacién epidemiolégica quedaba claramente astablecida.

Sin embargo, el brote 2 presentaba 2 tipos ligeramente distintos ({tipos
33 y 34), pues se diferenciaban en una Unica banda, lo que podia ser explicado
como un cambio genético puntual, habiéndose descrito anteriormente cambios
de este tipo en el caso de brotes (Thong, 1994). La relacion epidemioldgica
existente entra las cepas y el CS de 0,96 (nudo 1) nos llevd a considerar estas
cepas como "estrechamente relacionadas”.

De igual manera se obtuvieron 2 tipos entre las cepas del brote 5. Ambos

;1



Discusidn

patrones se diferenciaban en 2 bandas (CS 0,83) lo que, coma &n el caso
anterior, podfa deberse a un cambic genético puntual. La duracién de este
brote, que transcurrié a lo largo de 6 afios y la histaria clinica del portador, que
sugiere la posibilidad de que lo fuera desde hacla 30 afios 0 mas, podria explicar

un cambio genético de este tipo.

Otras explicaciones para la aparicion de estos dos tipos de cepas serian,
o la declaracién simuitédnea de dos brotes en el mismo &rea, 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 ambos tipos.

De uno de los enfermos, del que se conservaban cepas procedentes de
més de un aislamiento, también se obtuvieron los dos tipos electroforéticos.
Esto indicaba que o bien el brote se produjo primero por un tipo y mas tarde por
el otro (una vez ocurrido el cambio genético en el portador) lo cual supondrfa
una reinfeccion del enfermo primero por una de las cepas y mé&s tarde por la
otra o se trataba de un brote mixtoc.

La distribucién en el tiempo de los dos tipos de cepas no apoya la
hipstesis de la reinfeccion, ya gue ambos tipos han sido identificados a lo largo
de los 6 afios, siendo lo mas probable que se tratara de un brote mixto y que
el portador excretara simultaneamente los dos tipos de cepas.

En los otros casos se obtuvieron patrones de uno solo de los tipos por
enfermo, posiblemente debido a la practica general de los laboratorios de
realizar el reaislamiento para subcultivos a partir de una Unica colonia; esta,
obviamente, pertenecerfa solo a uno de los tipos.

Por todo lo anterior, la explicacién mds probable en este caso serfa la de
una Unica cepa en origen que, por el largo perfodo de tiempo que se mantuvo
en el portador, sufrié un cambio genético puntual y en gl momento en que se

detecta el brote, este estd producido por dos cepas '"estrechamente

relacionadas”.
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lI RIBOTIPIFICACION.

El poder discriminatorio de la técnica de ribotipificacion con la enzima
Hindill fue 0,956 también muy elevado y, como ya ha sido descrito por otros
autores (Altwegg, 1989; Nastasi, 1991}, superior at de la fagotipificacién.

Los 30 ribotipos obtenidos con todas las cepas estudiadas se
relacionaron segin el Coeficiente de Similitud de Sorensen o Dice y se
dividieron en 22 grupos con el mismo criterio expuesto anteriormente de que
el CS entre dos grupos fuera inferior a 0,80,

Al igual que con la electroforesis en campo pulsado, la asociacion de
ribotipos vy fagotipos aumentd la discriminacién entre las cepas. Los fagotipos
Ela, C1, A y A degradadag, tan frecuentes entre las cepas espafiolas, se
subdividfan en ribotipos diferentes y viceversa, un mismo ribotipo era
identificado en cepas de varios fagotipos.

En el caso de las dos cepas del fagotipo D9, que pertenecfan al mismo
tipo por electroforesis en campe pulsado, también hubo coincidencia entre
tagotipificacion y ribotipificacion, ambas cepas eran indistinguibles por los 3
marcadores analizados. Esto corroboraba el supuesto anterior de que, aungue
no se tenla constancia de ello, estas dos cepas estaban "epidemiocldgicamente
relacionadas".

Otras dos cepas coincidlan en fagotipo (E1a) y ribotipo (6 para Hind!ll},
lo que podria hacernos pensar que estaban relacionadas, sin embargo eran muy
diferentes por electroforesis en campo pulsado {tipos 6 y 19) o cual no permitfa
sacar conclusiones de la relacidn epidemioldgica entre ellas a pesar de que se
aislaron en el mismo afio.

Cuando se estudiaron las cepas multirresistentes se confirmaron los
mismos grupos que por electroforesis en campo pulsado. Las 2 cepas del
fagotipo M1 pertenecian al mismo ribotipo 2 para Hindlily entre [as def fagotipo
Ela la cepa MR3 fue claramente diferente del grupo de cepas MR4-MRS ,

haciéndose patente la existencia de 3 grupos distintos de cepas

multirresistentes.
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Como consecuencia de estos resultados tan esperanzadores en la
diferenciacién de cepas de Salmonella, serotipo Typhi se estudiaron los
ribotipos de 86 cepas procedentes de 8 brotes epidémicos. En 5 de ellos todas
las cepas pertenecientes a un mismo brote eran "indistinguibles™ por
ribotipificacién y la relacién genética corroboraba la relacién epidemioldgica
entre ellas.

Sin embargo, en los brotes 2, 4 y 5 se identificaron 2 ribotipos distintos
por brote. En los brotes 2 y 5 ya se hablan descrito variaciones entre cepas por
electroforesis en campo pulsado, existiendo una correlacién entre los resultados
de ambas técnicas.

Cambios de este tipo han sido descritos previamente por otros autores
en otras especies (Woods, 1992) y en Salmonella, serotipo Typhi (Nastasi,
1991). La diferencia de ribotipo, fue reproducible, estable y en nuestro caso,
se detectaba con las 3 enzimas utilizadas Hindlll, Pstl y Clal en los brotes 2 v
4 mientras que en el brote 5 solo se obtenian dos ribotipos claramente
diferantes con la enzima Hindlll.

Ribotipos Brotes

Brote = BErote 4 Broias =S

Hindll PFstl  Clal Hindlli Pt Clal Hindlll Pstl Cla

25 20 2 10 r g 1 & mn 15 29 12 12 12y
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La modificacidén del ribotipo podla deberse a un cambio genético en
alguno de los operones ARNr, los cuales se encuentran en el genoma en
multiples copias (Davies, 1972; Jinks-Robertson, 1987). Esta presencia
mdltiple, entre otras funciones, asegurarfa la viabilidad de la bacteria en el caso
de un cambio genético en uno o méas de dichos operones. Por [o tanto pareceria
que una mutacidn de este tipo podria resultar completamente recesiva para la
bacteria, no ocasionando obligatoriamente cambios en el fenotipo, Woods
{1992) propone como una de las posibles explicaciones para la aparicién de dos
ribotipos diferentes, en dos aisiados de Neisseria meningitidfs procedentes de
un mismo enfermo, la existencia de inversiones entre los operones rrnD y rrnE.
Inversiones de este tipo han sido demostradas en E.colf (Hill, 1881).

Aunque la frecuencia de este u otro tipo de modificaciones genéticas y
su significacion fisioldgica es desconocida, parece poco probable que pueda ser
tan frecuente como en el presente estudio, pues se detectd en 3 de los 8 brotes
estudiados lo que estarla en contradiccién con la supuesta estabilidad de los
operones ARNr.

Probablemente el cambio genético acontecid en algin punto del ADN
externo a los operones ARNr y las variaciones detectadas en el ribotipo lo sean
por variacién en el tamafio del fragmento de ADN que transporta el operdn.

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 comparacién con los obtenidos para los tipos
electroforéticos en campo pulsado de las mismas cepas. En el dendrograma
generado a partir de estos indices, los dos tipos de un mismo brote pertenscian,
en todos los casos, a grupos diferentes.

En un intento de buscar otras causas para [a aparicién de dos ribotipos
en las cepas procedentes de un brote se estudid la posible presencia de fagos
lisogénicos en las cepas del brote 4, los cuales al incorporarse al ADN,
producirian un cambio en la distribucién de fragmentos tras la digestion con
endonucleasas. No se detecté la presencia de fagos lisogénicos.

La suposicién de que la adquisicién de algin gen de resistencia a
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antimicrobianos podfa originar una redistribucién de fragmentos de ADN tras la
digestién con endonucleasas y por tanto conducir a un ribotipo diferente al de
la cepa sensible nos llevé a determinar la sensibilidad frente un panse! de
antimicrobianos en ambos tipos de cepas. Los 2 tipos resultaron sensibles a los
18 antimicrobianos examinados, si bien ia determinacién de la concentracién
minima inhibitoria "CMI" en cada unc de ellos podrfa haber ofrecido mas
informacion que la obtenida por el método utilizado de difusién en disco.

En el estudio del brote 5§ se encontraron cepas de los dos ribotipos en el
pertador v en uno de los enfermos, mientras que, como solo se disponia de una
cepa por enfermo en la mayoria de los otros casos, esta obviameante pertenecfa
a uno u otro de los dos tipos. Un CS de 0,37 entre ambos ribotipos y 4
diferencias entre los patrones de bandas nos harfa pensar en cepas "no
relacionadas”, sin embargo la relacién epidemiolégica 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 disponia de 2
cepas, se identificaron los das ribotipos asociados al brote coexistiendo en el
tiempo. £l coeficiente de similitud entre ambos tipos fue 0,71 y al igual gue en
el caso anterior se identificaron 4 diferencias entre los patrones de bandas.

En conclusién, la aparicion de ribotipos diferentes en el transcurso de un
brote epidémico puede no deberse a la adquisicién de fagos lisogénicos o genes
de resistencia por parte de la bacteria sino gue méas probablemente se debe a
un cambio genético de otro tipo, gue no necesariamente tiene que producirse
en el interior del operén ARNr y que probablemente se ve favorecido por la
existencia de portadores en Sa/monella, serotipo Typhi que lo son durante
largos periodos de tiempo, incluse varios afios. Esta situacién ocasionarfa la
aparicién de brotes mixtos aunque por cepas genéticamente relacionadas que
derivarian de una misma cepa parental,

Por otra parte y debido a que en esta técnica se analizan un pequefio
ntimero de bandas, los coeficientes de similitud de Scrensen pueden verse muy
alterados, pudiendo llegar a ser muy bajos, cuando se producen variaciones

como las descritas aqul entre las cepas procedentes de un brote epidémico, v
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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 comun.

Se analizé la influencia sobre el coeficiente de similitud de los ribotipos
obtenidos con Pstl y Clal, en aquellas cepas en las que se disponia de ellos, vy
siguiendo el procedimiento de Woods (1982) se elaboraron y estudiaron nuevos
ribotipos "muiltiples” compuestos por la suma de las bandas generadas con
Hindll\, Pstl y Clal.

Con la enzima Pstl los coeficientes de similitud entre los 2 tipos de cada
uno de fos 3 brotes mixtos fueran claramente superiores a los obtenidos con
HindIll. Los 2 ribotipos de un mismo brote presentaban en todos los casos un
CS superior a 0,75 e incluso en el caso del brote 2 todas las cepas estudiadas
pertenecian ai mismo ribotipo (ribotipo 12 para Psti).

Sin embargo, con la enzima Clfal los resultados del anélisis de ribotipos
entre las cepas de los brotes mixtos fueron aun peores gue los obtenidos con

Hindlll, excepto en el caso de los dos tipos del brote 4 en el que los resultados

con ambas enzimas fueron similares.

Brote  Rib/Hindlll CS Rib/Pst! CS Rib/Cfal CS Rib/Mltiple CS

2 25 0,62 9 0,77 2 0,39 K 0,78
[ o) o) )

4 7 0,71 6 0,83 6 0,77 G 0,68
} 28 } 11 } 11 } M }

5 16 0,37 12 1 12 0,27 N 0,63
} 29 } 12 } 12v } 0 }

Finalmente, el coeficiente de similitud obtenido entre los 2

ribotipos "multiples” de cada uno de los brotes mixtos, fue superior al obtenido

con Hindlll en el brote 2, similar en el brote 4 y claramente mejor en el brote b.
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Por lo tanto, un andlisis cuidadoso de los resultados de la ribotipificacién
cuanda se estudia un brote epidémico producido por Saimonelia, serotipo Typhi
permitird 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 no
a que nos encontremos ante cepas "no relacionadas”.

Estas diferencias podran evaluarse mejor si se estudian los ribotipos
generados con Pstl, aunque el poder discriminatorio sea menor que con Hind!ll,
o si se realiza el estudio de ribotipos "multiples” generados por los patrones de
bandas obtenidos con mds de una enzima.

Sin embargo en el estudio de casos esporddicos, cuando no se conozca
una relacién epidemiolégica previa, y donde el estudio de ribotipos "mdiltiples”
complicaria y encarecerfa mucho la técnica, parece dificil que se pueda
encontrar con la ribotipificacion una posible asociacién genética o “clenalidad”
éntre cepas, lo que es de gran importancia en la deteccidn de brotes y debe de

ser una de las caracteristicas de un buen marcador epidemioldgico.
i TIPIFICACION POR SECUENGIAS DE INSERCION [$200.

Esta técnica que ha sido utilizada con éxito en algunos serotipos de
Salmonella, tanto en la discriminacién primaria del serotipo como en la
subtipificacién de fagotipos mayoritarios (Baquar, 1994}, resulta poco
discriminatoria entre las cepas de Safmonelfa, serotipo Typhi , si bien se ha

utilizado en la diferenciacién de cepas sensibles vy resistentes de este serotipo

[Threlfall, 1993).
Entre las cepas espafiolas del estudio, la tipificacién por secuencias de

insercién {S200 originé un nlimero muy peguefio de tipos diferentes {indice de
diseriminacién de Simpson de Q,157) e incluso no fue capaz de diferenciar entre
las cepas sensibles, mavyoritariamente del tipo 1 para Hindlll vy las

multirresistentes, que también pertenecian al tipo 1.
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Estos resultadgos invalidan este método de tipificacién para su utilizacién
como marcador epidemioldgico complementario en este serotipo, ya que por
otra parte es costoso y consume gran cantidad de tiempo a pesar de la
modificacion propuestade transferenciadoble de Southern, que permite obtener
dos membranas a partir de un unico gel para su utilizacién en ribotipificacién y

tipificacién por 15200.

IV TIPIFICACION BASADA EN LA REACCION EN CADENA DE LA
POLIMERASA.

La gran cantidad de aplicaciones de la reaccion en cadena de la
polimerasa "PCR" aparecidas en los dltimos afos y entre etlas las encaminadas
a su utilizacién como método de tipificacidn llevaron a la aplicacién de esta
técnica en las cepas de Sa/monella, serotipo Typhi objeto de este estudio.

Desafortunadamente, ninguna de las posibles estrategias de tipificacién
por PCR resulté discriminatoria entre las cepas control. Este grupo de cepas,
que se hablan elegido por su variedad en cuanto a origen, afio de aislamiento,
fagotipo, 4rea geogréfica, etc y que habian sido tan heterogéneas con los
métodos de Ltipificacién anteriores, resuitaron "indistinguibles” cuando se
amplificaron diferentes fragmentos de ADN mediante la técnica de PCR.

Las técnicas REP-PCRy ERIC-PCR, basadas enla presencia de secuencias
repetitivas en el cromosoma de unagran variedad de microorganismos, han sido
utilizadas con éxito como marcadores epidemiolégicos en diversas especies
IWoods, 1992; Georghiou, 1995). Sin embargo, la discriminacién entre las
cepas de Salmonella, serotipo Typhi fue nula, todas las cepas control
presentaron el mismo patron de bandas en el caso de REP-PCR y una Gnica
handa con ERIC-PCR. La aplicacién de esta técnica quizas pueda utilizarse en
la diferenciacion de serotipos dentro de Saimonslla {Versalovic, 1991) pero
parece incapaz de diferenciar entre aisiados del serotipo Typhi.

Basandonos en el mismo principio de la técnica anterior, se pensé en la

posibilidad de amplificar ios fragmentos de ADN existentes entre dos
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secuencias 1S200 consecutivas 1S200-PCR, secuencias que se encuentran en
un numero relativamente alto entre las cepas de Sa/monelfla, serotipo Typhi {de
19 a 20 bandas por cepa, hibridaban con una sonda especifica de dicha
sacuencia).

La técnica 1S200-PCR origind en 9 de las 10 cepas estudiadas un dnico
fragmento de ~ 3000 pb. El analisis de restriccion de este fragmento con las
4 enzimas utilizadas originé a su vez patrones de bandas iguales en las 9 cepas
estudiadas.

Aunque estd descrito que se puede amplificar un fragmento de ADN de
hasta 10* pb con Tag ADN polimerasa {Jeffreys, 1988), en la practica no se
suelen amplificar fragmentos de mds de 4000 pb. Esta limitacién de la técnica
impediria la amplificacidon de secuencias entre dos 15200 que se encontraran a
mas distancia de 4000 pb o en el mejor de los casos de 10* pb.

De acuerdo con nuestros resultados en las cepas de Salmoneila, serotipo
Typhi solo 2 secuencias 15200 se encontraron a una distancia susceptible de
originar un fragmento de amplificacién por PCR, fragmento que tras el andlisis
de restriccién resultdé ser homogéneo.

Recientemente se han descrito nuevas polimerasas (Ponce, 1992;
Wayne, 1994) capaces de amplificar fragmentos de ADN desde 5 Kpb hasta
mas de 40 Kpb, que aumentarian las posibilidades de ampiificacién en los casos
anteriores y por tanto las posibilidades de discriminacion de fa técnica, directa
o posteriormente a la digestion con endonucleasas de los fragmentos
amplificados.

Se estudio la aplicacién de PCR basada en gl andlisis de los fragmentos
obtenidos tras la amplificacion, en el operén ARNr, de la region intergénica 16S-
23S, Esta técnica denominada PCR-ribotipificacion habia detectado cambios en
dicha regién capaces de diterenciar entre aislados de una misma gspecie tanto
en bacterias Gram positivas como Gram negativas (Kostman, 19956). Ennuestro
astudio, la amplificacién de esta region dio como resultado la obtencién de un

mismo patrén de 2 bandas de idéntico tamafio en las 10 cepas control.
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En cada uno de los operones ARNr de Escherichia coli se ha descrito el
espacio entre las regiones que codifican para 165 y 238 ARNr. Dicha regidn
contiene los genes para, o bien el ARNt™? o bien los ARNt™' y ARNhet®
{Brosius, 1981; Harvey, 1988). Suponiendo una estructura similar en el caso
de Salmoneila, serotipo Typhi, las dos bandas obtenidas a partir de las 10 cepas
control corresponderian a los dos tipos de regiones intergénicas 165-238
descritas, sin que se detecte heterogeneidad entre ellas.

Finalmente se utilizé la estrategia de amplificacién al azar usando
iniciadores arbitrarios AP-PCR. La reaccién se llevd a cabo a bajas 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 ia
tipificacion intra especies {Gomez-Lus, 1993; Struelens, 1993},

£n nuestro estudio, ninguno de los 7 iniciadores seleccionados fueron
capaces de discriminar entre las cepas control. Esta técnica de tipificacion se
basa en la utilizaciéon de un iniciador de secuencia arbitraria que sea
"casualmente” capaz de aparearse con las dos cadenas de ADN de una zona del
cromosoma que sea “casualmente” heterogénea y de esta forma se produzca
ta amplificacién de fragmentos de distinto tamafo, bien directa ©
posteriormente a su digestion con endonucleasas.

El hallazgo de uno de estos inictadores no siempre se consigue, como
ocurrié en este estudio por lo que serfa necesario seguir disefiando y probando
secuencias de iniciacién nuevas, con dianas en otros puntos del cromosema,
junto con la utilizacién de las nuevas polimerasas que al amplificar segmentos

mayores aumentarian las posibilidades de la técnica.
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Conclusiones

La slectroforesis en campo pulsado de los fragmentos de restriccidn
obtenidos con la enzima Xbal en cepas de Sa/monella, serotipo Typhi,
fue un excelante marcador epidemiolégico en el estudio de las cepas de
este serotipo procedentes de casos esporddicos, con un alto poder de
discriminacién,

La elevada frecuencia con que el enfermo de fiebre tifoidea se convierte
en portador, estado en el que suele permanecer durante un largo periodo
de tismpo, parece que favorece la aparicién 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 ningiin caso en mds de 2 bandas v las
cepas pudieron ser consideradas como "genéticamente relacionadas™.
El poder discriminatorio de la ribotipificacién en cepas procedentes de
casos esporadicos, de Salmonella, serotipo Typhi digeridas con la enzima
Hindlll, 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 "epidemiotégicamente relacionadas” se diferenciaron
en mas de 3 bandas y los coeficientes de similitud fueron inferiores en
algunos casos a 0,50 por lo que esta técnica resuitaba poco eficaz enla
deteccidn de brotes producidos por Salmonella, serotipo Typhi.

Los coeficientes de similitud entre tipos de un mismo brote epidémico,
aumentaron cuando se evaluaron los ribotipos obtenidos con la enzima
Pstl y los ribotipos "miiltiples™ obtenidos por la conjuncién de bandas
procedentes de la ribotipificacion de una cepa con diferentes enzimas de
restriccion.

Las cepas multirresistentes del fagotipo E1a, aparecidas en Espaiia en el
afio 1991, no procedian de una misma cepa parental. Tras ol anélisis de
los tipos obtenidos por electroforesis en campo pulsado y ribotipificacion

se separaron en 2 grupos o "clones™ distintos.

92



Conclusiones

10.

La tipificacién de las cepas de Salmonella, serctipo Typhi por las
secuencias de insercién [S200 originé una escasa discriminacién entre
los aislados de este serotipo. Un tipo fue mayoritario entre las cepas
procedentes de casos esporddicos y de brotes, tanto si eran sensibles o
multirresistentes, por 10 que no se recomienda su utilizacién como
marcador epidemioldgico en este serotipo.

No se obtuvo discriminacién entre aislados de Safmonefla, serotipo Typhi
con ninguna de las aplicaciones utilizadas de la reaccién en cadena de la
polimerasa. Todas las cepas estudiadas fueron homogéneas para cada
una de las estrategias de amplificacién: REP-PCR, ERIC-PCR, IS200-PCR,
PCR-ribotipificacion y AP-PCR. Sin embargo, deberfan considerarse
futuras posibilidades de AP-PCR con ia utilizacién de nuevos iniciadores
o de nuevas polimerasas que permiten la amplificacion de fragmentos
mayores de ADN vy la generacién de patrones mds estables.

De! analisis de los tipos electroforéticos en campo pulsado con la enzima
Xbal en las cepas de este estudio se deduce que ia pobiacidn de cepas
de Salmonella, serotipo Typhi aisladas en Espafa es basicamente
“clonal" aunque no tan estrictamente clonal como se habia establecido
anteriormente para cepas de otros paises. EIl menor coeficiente de
similitud entre tipos fue 0,59 y este serla mayor si no se hubieran
incluido {os tipos procedentes de cepas importadas como es el caso de
los tipos 1, 2, 4, b y 6.

Del examen de los grupos definidos por electroforesis en campo pulsado
puede pensarse que algunos de ellos habrlfan sufrido una evolucién
convergente en el mismo fagotipe como en el fagotipo E1a, mientras que
en la mayoria de los casos un grupo electroforético habria evolucionado
divergiendo en varios fagotipos como ocurre con los fagotipos A, A
degradado y B2.

Finalmente, la mejor estrategia en el estudio epidemiolégico de las cepas

de Salmonefla, serotipo Typhi, seria:
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- La wutilizacidn como marcador epidemiocldgico de eleccién de la
fagotipificacién con el juego de fagos internacional, universalmente
reconocido, que posee un buen poder de discriminacion, es rédpida y de
bajo costo. Si embargo, el juego de fagos sblo estd disponible para los
laboratorios de referencia y requiere un entrenamiento especitico para la

interpretacién correcta de los resultados,.

- La técnica de electroforesis en campo pulsado tras la digestidn de las
cepas con la enzima Xbal, seria el marcador epidemiolégico
complementario de la fagotipificacion en el caso de los laboratorios de
referencia y el marcador epidemioidgico de eleccién en fos laboratorios
de microbiclogia. Esta técnica necasita de un equipo especifico, es
costosa, consume gran cantidad de tiempo y los resultados obtenidos
deben de ser cuidadosamente evaluados cuando se estudian brotes
epidémicos o en la deteccion de estos. Sin embargo, esté disponible para
todos los laboratorios y puede aplicarse con ligeras variaciones a una

gran cantidad de microorganismos.

- Aplicar la técnica de ribotipificacién en el estudio de las cepas de
Salmonella, serotipo Typhi Unicamente si no se dispone de otro marcador
epidemiclégico para este serotipo y, en este caso, estudiar los ribotipos
obtenidos con la enzima Pstl o fos ribotipos "multiples” elaborados por
la conjuncién de los patrones de bandas obtenidos con mas de una

enzima.

- No se debe utilizar las técnicas de tipificacién por secuencias de
insarcidn 1IS200 con las enzimas Hindlll o Psti ni las diversas aplicaciones
de fa reaccidn en cadena de la polimerasa descritas en este trabajo ya
que no tuvieron ninguna utilidad en la discriminacidn de las cepas de

Salmonelfa, serotipo Typhi.
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