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RESUMEN

Salmonella enterica es un importante patégeno zoondtico frecuentemente implicado
en toxiinfecciones alimentarias y la emergencia de aislados clinicos resistentes a los
antibidticos supone graves limitaciones para su tratamiento. Por ello, el primer objetivo de
esta tesis fue estudiar el fenotipo de resistencia a antibidticos y su relacion con el serotipo en
los 280 aislados de S. enterica recogidos en el Hosp. San Pedro de Logrofio (2007-2009) y Hosp.
Clinico Universitario Lozano Blesa de Zaragoza (2009-2010). Los serotipos mayoritarios fueron
Typhimurium (52%) y Enteritidis (33%), estando S. Typhimurium altamente asociado con
fenotipos de multirresistencia y especificamente con la resistencia a ampicilina, cloranfenicol,
estreptomicina, sulfamidas y tetraciclina (ACSSuT, 29,5%). Se detectaron bajos porcentajes de

resistencia a ciprofloxacina o cefalosporinas de tercera generacion.

El segundo objetivo fue caracterizar los mecanismos de resistencia a beta-lactamicos (y
a otros antibidticos) en los 203 aislados de S. enterica resistentes a ampicilina (AMP®)
obtenidos en hospitales de cinco comunidades auténomas (incluidos los dos anteriormente
indicados). Se detectd sensibilidad a amoxicilina-acido clavuldnico (AMC®) en 79 de estos
aislados y sensibilidad intermedia o resistencia (AMC'/R) en 124 aislados. El gen blargw., se
identificd fundamentalmente en los aislados con fenotipo AMPR-AMC® y los genes blagya1 0O
blapse.1 en los aislados AMPR-AMC"R. En el 59% de los aislados AMP" se detectaron integrones
de clase 1 con 12 estructuras distintas, siendo mayoritarias las estructuras aadA2/blapse., (55%)
y blaoxa.1-aadA1 (32%). Siete integrones de clase 1, cuatro de ellos carentes de la region 3'-
conservada, albergaban genes dfr de resistencia a trimetoprim. El integrdn
estX+psp+aadA2+cmiIAl+aadAl+qacH+1S440+sul3+orf1+mef(B)AIS26 se detectd en un aislado
S. Typhimurium vy el integréon In37 de estructura aac(6’)-lb-cr+blagya.1+catB3+arr3 con el
promotor PcWqgn.1o inusual en un aislado de S. Thompson. Se observd el fenotipo de
pentarresistencia ACSSuT, asociado a los genotipos mayoritarios blapse.1-floR-aadA2-sull-tet(G)

0 blagyaq-catA-aadAl/strA-strB-sul-tet(B).

El tercer objetivo se centrd en caracterizar los 65 aislados blapse1-positivos, todos ellos
S. Typhimurium, obtenidos en el objetivo anterior. La Isla Gendmica de Salmonella de tipo 1
(SGI1), portadora de los genes blapse1, floR, aadA2, sull y tet(G), se detecté en todos los
aislados, identificdandose una nueva variante de SGI1 (GenBank JF775513). Todas las cepas
blapse.1-positivas presentaron pulsotipos indistinguibles o altamente relacionados (PFGE,
enzimas Xbal, Spel) y fueron adscritas a la secuencia tipo ST19 (Complejo Clonal CC1). La

detecciéon de genes de virulencia agrupd a las cepas en tres virulotipos; detectandose el
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mayoritario en el 89% de las mismas e incluyendo genes localizados en islas de patogenicidad,

en el plasmido de virulencia o relacionados con profagos.

El cuarto objetivo fue estudiar los 11 aislados que presentaban un fenotipo de beta-
lactamasa de espectro extendido (BLEE) o AmpC y que se asociaron a los genes blacrym.o
(serotipo Virchow, 2 aislados), blacrym-10 (Virchow, 2), blacxm-14a (Enteritidis, 1), blacrxm-1s
(Gnesta, 1, y S. enterica grupo C, 1), blasyy., (Livingstone, 1), blasyy.1> (Enteritidis, 1) y blacyy.»
(Bredeney, 2). Plasmidos de tipo Incll o IncA/C portaban los genes blacrxm-14a, blOctyn1s,
blasyy., blasyy.12 0 blacyy.p; mientras que el gen blacryx.m.s, incluido en un integrén complejo In60,
y el gen blacry.m-10, Presente en un entorno relacionado con fagos, se encontraron en pldsmidos
no tipables. La transferencia por conjugacién de los genes BLEE/AmpC resultd positiva en 8 de
las 11 cepas estudiadas, cotransfiriendo otros genes de resistencia adicionales en la mayoria
de los casos. Se realizaron experimentos de estabilidad del fenotipo BLEE/AmpC tras 100 pases
consecutivos en ausencia de presién selectiva antibidtica. Cinco de las cepas analizadas,
portadoras de los genes de resistencia blacrx.m-14a, blacrxm-1s, blaspy.a, blasyv.1o Y blacyy-z,
perdieron la copia plasmidica del gen. En dos de estos casos se evidencio la pérdida completa
del plasmido Incl1 portador del gen blacyy., 0 blasyy.1o. Otros genes de resistencia, tales como
tet(A), tet(B), y los integrones portadores de los genes dfrA12 y dfrA16, se perdieron en dos

cepas adicionales.

El quinto objetivo fue la caracterizacién en profundidad del dnico aislado (S.
Typhimurium Se20) resistente a ciprofloxacina obtenido en esta tesis. Correspondié a un caso
clinico de seleccién in vivo de resistencia a fluoroquinolonas y aminoglucdsidos, asociado a la
adquisicion gen aac(6’)-1b-crd, tras 7 dias de tratamiento con ciprofloxacina. Tras comprobar
mediante PFGE y MLST que las cepas pre- y post-tratamiento pertenecian al mismo clon, se
realizd la caracterizacion de los mecanismos moleculares de resistencia implicados. Se
determind la localizacidon genética de los determinantes de la resistencia, detectando los
pldsmidos portadores, y se comprobd mediante experimentos in vitro la transferencia por
conjugacién de los mismos. Este trabajo supone la primera evidencia de seleccion in vivo de
resistencia a fluoroquinolonas y aminoglucdsidos en S. Typhimurium portadora del gen gnrS1y
aac(6’)-lb-cr4 y con mutaciones en la proteina GyrA. Por ultimo, se caracterizd el plasmido de
pequefio tamafio portador del gen aac(6’)-lb-crd, que se denomindé pMdT1 (GenBank

JX457478).

XVi



ABSTRACT

Salmonella enterica is an important zoonotic pathogen frequently implicated in human
foodborne infections. The emergency of clinical isolates resistant to antibiotics involves serious
limits for their treatments. The first objective of this thesis was to study the resistance
phenotype and its relation with the serotype in 280 S. enterica isolates obtained from Hosp.
San Pedro in Logrofio (2007-2009) and Hosp. Clinico Universitario Lozano Blesa in Zaragoza
(2009-2010). The main serotypes were Typhimurium (52%) and Enteritidis (33%), being S.
Typhimurium highly associated with multi-resistance phenotypes, and in particular with
resistance to ampicillin, chloramphenicol, streptomycin, sulphonamides and tetracycline
(ACSSuT, 29.5%). Low resistance percentages of resistance to ciprofloxacin or third generation

cephalosporins were observed.

The second objective was to characterize the mechanisms of resistance to beta-
lactams (and to other antibiotics) in 203 ampicillin-resistant (AMP®) S. enterica isolates
obtained from hospitals of five regional communities (including both previously mentioned).
Susceptibility to amoxicillin-clavulanic acid (AMC®) was detected in 79 of these isolates, and
reduced susceptibility or resistance (AMC'/R) in 124 additional isolates. The blawy.; gene was
basically identified among AMPR-AMC?® isolates and the blagyas or blapse, genes among AMPR-
AMC"® ones. Class 1 integrons were detected in the 59% of AMP® isolates, showing 12 different
structures, and the aadA2/blapse., (55%) and blagxa1-aadA1 (32%) being the main ones. Seven
class 1 integrons, four of them lacking the 3’-conserved region, harbored the trimethoprim
resistance dfr genes. The estX+psp+aadA2+cmiIAl+aadAl+qacH+IS440+sul3+orfl1+mef(B)AIS26
integron was detected in a S. Typhimurium isolate, and the In37 integron carrying the
aac(6’)-lb-cr+blagya,+catB3+arr3 structure and the unusual PcWign.yg promoter was also
detected in a S. Thompson isolate. The ACSSuUT penta-resistance phenotype was associated
with the major genotypes blapse.1-floR-aadA2-sull-tet(G) or blagya.-catA-aadAl/strA-strB-sul-
tet(B).

The third objective was focused on the characterization of 65 blapse.1-positive isolates,
all of them S. Typhimurium, obtained in the previous part. The Salmonella Genomic Island type
1 (SGI1), carrying blapse.1, floR, aadA2, sull and tet(G) genes, was identified in all the strains,
and a new variant was detected (GenBank JF775513). All the blapse.1-positive strains displayed
indistinguishable or closely related pulsotypes (PFGE, Xbal, Spel enzymes), and were assigned
to the sequence type ST19 (Clonal Complex CC1). The detection of virulence genes grouped

the strains in three virulotypes. An 89% of them showed the same profile and included the
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genes located in pathogenicity islands (SPI 1-5), prophage related genes and the virulence

plasmid.

The fourth objective was to study 11 isolates that showed an extended-spectrum beta-
lactamase (ESBL) or AmpC phenotype. The associated genes were the following ones: blacry.m.o
(serotype Virchow, 2 isolates), blacix.m10 (Virchow, 2), blacrxm.1aa (Enteritidis, 1), blacrxm-1s
(Gnesta, 1, and S. enterica group C, 1), blasyy., (Livingstone, 1), blasyy.1, (Enteritidis, 1) and
blacwy., (Bredeney, 2). The Incll or IncA/C plasmids carried the blacrxm.1aa, blactxm-1s, blasiv-,
blasyy.1> or blacwy., genes. Whereas the blacry.m.e gene, included in the In60 complex integron,
and the blacry.m.10 gene, located in a phage related environment, were found in non-typeable
plasmids. The conjugative transfer of ESBL/AmpC genes was successful in 8 of the 11 strains,
co-transferring in most of the cases other additional resistance genes. The stability of the
ESBL/AmpC phenotype was evaluated after 100 daily passages in the absence of antibiotic
selection pressure. Five of the analyzed strains, carrying the blacrx.m-14a, blactx m-1s, blashy-2,
blasyy.1, and blacyy., genes, lost the plasmidic copy of the beta-lactamase gene. In two of these,
the complete loss of the Incll plasmid harboring the blacyy., or blasyy.1, genes was observed.
Other resistance genes, such as tet(A), tet(B), and the dfrA12- and dfrA16-positive integrons,

were lost in two additional strains.

The fifth objective was to characterize in detail the single ciprofloxacin resistant isolate
(5. Typhimurium Se20) found in this thesis. It belonged to an in vivo selection of
fluoroquinolones and aminoglycosides resistance case report, associated with the
aac(6’)-1b-crd gene acquisition, after a ciprofloxacin treatment during 7 days. After checking by
PFGE and MLST that both pre- and post-treatment strains belonged to the same clone, the
characterization of the molecular resistance mechanisms involved was performed. The genetic
location of the resistance determinants, the plasmids and the in vitro conjugative transference
were assessed. This work is the first description of in vivo selection of resistance to
fluoroquinolones and aminoglycosides in a gnrS1-positive S. Typhimurium strain mediated by
the acquisition of the aac(6’)-l1b-cr4 gene and a substitution in the GyrA protein. Finally, the
small acc(6’)-1b-cr4-carrying plasmid, named as pMdT1 (GenBank JX457478) was fully

characterized.
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INTRODUCCION

1.- GENERO SALMONELLA.

1.1.- Clasificacion y caracteristicas generales.

El género Salmonella estd incluido en la Familia Enterobacteriaceae, Orden
Enterobacteriales, Clase y-Proteobacteria (Garrity et al., 2004). Los miembros de esta familia se
caracterizan por ser bacilos Gram negativos, no esporulados, anaerobios facultativos con un
contenido en guanina-citosina (GC) de 50-53% y méviles por flagelacién peritrica, a excepcién
de los serotipos Gallinarum y Pollurum, ademas de alguna variante inmoévil de otros serotipos
como Arizonae. Este tipo de microorganismos producen dacido y gas a partir de glucosa,
catalasa positivos y oxidasa negativos, y reducen los nitratos a nitritos (Corral & Perea, 1992).
La mayoria de los miembros de esta familia se encuentran en el tracto gastrointestinal del

hombre y de los animales, bien como patégenos o como comensales.

Salmonella es capaz de crecer en un rango de temperatura que varia desde los 5°C a
los 45-47°C, siendo su temperatura éptima 35-37°C. El pH dptimo de crecimiento es de 6,5-7,5;
soportando un rango entre 4,5-9. Se desarrollan bien a una actividad de agua (a,) de 0,945 a
0,999, aunque a valores muy bajos que se encuentran en productos deshidratados, sobreviven

largos periodos de tiempo (Gledel, 1995; Mossel et al., 2002).

Cabe destacar la alta tolerancia de Salmonella frente a sales biliares y la presencia de
colorantes (azul de metileno, eosina, fucsina acida, cristal de violeta o verde brillante), lo que
ha sido utilizado para el disefio de medios selectivos de cultivo como agar Hektoen, agar verde

brillante o el agar eosina-azul de metileno (Gledel, 1995; Mossel et al., 2002).

El sistema de clasificacion de Salmonella ha variado mucho en el tiempo y actualmente
se considera que existen dos especies dentro del género Salmonella: S. enterica y S. bongori
(Tindall et al., 2005). La primera especie agrupa las subespecies enterica (subespecie 1),
arizonae (subespecie llla), diarizonae (subespecie Illb), houtenae (subespecie V), salamae
(subespecie Il) e indica (subespecie VI) (Figura 1). La subespecie enterica es la mas frecuente y
se aisla en humanos y en animales de sangre caliente. El resto de subespecies de S. enterica asi
como S. bongori, se encuentran habitualmente en animales de sangre fria y en el ambiente.
Esta segunda especie (S. bongori) es la mas antigua e incluye una unica subespecie

denominada subespecie V o bongori. En 2004, Shelobolina y colaboradores propusieron una
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nueva especie denominada S. subterranea. Su distancia filogenética con Citrobacter spp. no es
significativa en cuanto a la secuencia del 16S RNA, por lo que muchos autores todavia no la
reconocen como una nueva especie. La pagina web
http://www.bacterio.cict.fr/salmonellanom.html ofrece indicaciones sobre la nomenclatura

del género Salmonella.

1.2.- Serotipado y fagotipado.

Actualmente existen técnicas de biologia molecular mediante sondas de DNA capaces
de identificar los serotipos mas frecuentes de Salmonella que se pueden encontrar en aislados
clinicos y de animales; sin embargo, la serotipificacién con anticuerpos frente a los distintos
antigenos es la técnica que se sigue utilizando habitualmente, aunque generalmente esta
restringida a centros de referencia. Al igual que en otras enterobacterias, este esquema de
serotipado se basa en el sistema de Kauffmann-White y utiliza tres tipos de antigenos de
superficie: somaticos (0), flagelares (H) y capsulares (K). Los antigenos somaticos permiten
establecer serogrupos vy los flagelares dividen éstos en serotipos, de manera que hasta la fecha
la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) contabiliza mas de 30 serogrupos y mas de 2500
serotipos de Salmonella. Aproximadamente 1500 de estos serotipos en la subespecie S.
enterica enterica y 1000 serotipos en otras subespecies de S. enterica y S. bongori (Achtman et

al., 2012; Grimont & Weill, 2007).

Los antigenos somdticos o antigenos O son moléculas grandes, complejas,

termoestables y alcohol-resistentes. Forman parte del lipopolisacarido (LPS) localizado en la
membrana celular externa. Los antigenos O pueden subdividirse a su vez en antigenos O
mayores o factores principales y antigenos O menores o factores secundarios. Los factores
principales son los que definen el grupo antigénico o serogrupo, de manera que todos los
serotipos pertenecientes al mismo grupo se caracterizan por presentar el mismo antigeno O
(todos los serotipos del grupo D poseen el antigeno 9, por ejemplo) (Tabla 1). Los factores

secundarios estan ligados al factor principal y no tienen caracter discriminatorio.

Los antigenos flagelares o antigenos H son de naturaleza proteica y termolabiles,

constituidos por la flagelina, la proteina estructural de los flagelos. Mientras que los grupos
carboxilo y amino terminales de la flagelina se encuentran altamente conservados, la regién
central tiene una gran variabilidad y se usa para definir los antigenos flagelares dentro del
esquema de serotipado. La mayoria de los serotipos de Salmonella presentan dos tipos de

antigenos H, y por tanto son denominados bifasicos; mientras que aquellos, como Typhi,
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Figura 1.- Panorama general de la clasificacién actual de Salmonella enterica (adaptacion de Achtman et al., 2012).
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que tan solo presentan un tipo de antigeno H, son denominados monofasicos. En algunos
casos uno de estos antigenos es preponderante, de manera que el segundo antigeno sdlo se
pone en evidencia sobre un cultivo de agar blando que contenga un antisuero contra la fase
gue se esta expresando (método Sven Gard). El antigeno flagelar de primera fase se designa
mediante letras minusculas, y el de segunda fase, con nimeros arabigos o letras, ambos
separados por dos puntos. La ausencia de antigeno flagelar se representa por un guién (Tabla

1).

Por ultimo, los antigenos capsulares o de superficie o antigenos K tienen naturaleza

glucidica y se encuentran en aquellas cepas que poseen cépsula. En el caso de Salmonella se
conoce como antigeno de virulencia o Viy se encuentra en tres serotipos altamente invasivos:
Typhi, Paratyphi C y Dublin. Es un factor determinante en la invasidn, al evitar la destruccion
de las bacterias en el interior de los fagocitos, y por tanto interfiere en la respuesta inmune

del hospedador (Raffatellu et al., 2006).

La mayoria de los serotipos aislados en el hombre y en los animales de sangre caliente
pertenecen a la subespecie S. enterica enterica y se suelen denominar segun el lugar
geografico o especie animal donde se aislaron por primera vez. Para aquellas serotipo-
variedades de otras especies menos frecuentes, se ha acordado una designacion mediante el
nombre de la especie seguido de la férmula antigénica. La formula antigénica de todos los
serotipos de Salmonella son definidos, condensados y actualizados por el “Centro Colaborador
de la Organizacion Mundial de la Salud de Referencia e Investigacion de Salmonella”, del
Instituto Pasteur de Paris (Grimont & Weill, 2007). Los nuevos serotipos son incluidos en

suplementos anuales del Esquema de Kauffmann-White.

Estos serotipos pueden a su vez dividirse en lo que se denominan fagotipos. La
fagotipificacion es muy utilizada para la tipificacion de Salmonella y consiste en estudiar la
sensibilidad o resistencia de las cepas a una serie de virus bacteriéfagos seleccionados,
capaces de infectar y lisar las bacterias. El sistema mas elaborado es el descrito por Craigie y
Yen en 1938 para Salmonella Typhi, pero se han desarrollado sistemas similares para los
serotipos mas comunes de S. enterica. Al igual que ocurre para el serotipado, es complejo
mantener y utilizar una coleccién de fagos de manera adecuada es complejo, por lo que las

fagotipias se suelen realizar solamente en los centros de referencia (Rabsch et al., 2011).
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Tabla 1.- Férmula antigénica de algunos serogrupos y serotipos mas comunes de S. enterica subespecie

enterica.

Serogrupo , Antigeno H

Serotipo Antigeno O Primera fase Segunda fase otros
Grupo 0:2 (A) (Antigenos 1, 2)

Paratyphi A 1,2,12 a [1,5]

Grupo 0:4 (B) (Antigeno 4)

Derby 1,4,[5],12 f.g [1,2]

Agona 1,4,[5],12 f.g,s [1,2]

Typhimurium 1,4,[5],12 i 1,2

Grupo 0:7 (C1) (Antigeno 6)

Virchow 6,7,14 r 1,2

Infantis 6,7,14 r 1,5

Concord 6,7 l,v 1,2

Grupo 0:8 (C2-C3) (Antigeno 6)

Hadar 6,8 z10 e,n,x

Muenchen 6,8 d 1,2 [267]
Lindenburg 6,8 i 1,2

Grupo 0:9 (D1) (Antigeno 9)

Enteritidis 1,9,12 g,m -

Gallinarum 1,9,12 - -

Moscow 1,9,12 g,q -

Los antigenos entre corchetes [ ] pueden estar presentes o no y los subrayados dependen de la conversion
lisogénica.

Aunque el serotipado y el fagotipado han sido tradicionalmente las técnicas de
eleccién para clasificar y diferenciar aislados de Salmonella en base a sus caracteristicas
seroldgicas, las técnicas de biologia molecular, basadas en la amplificacion especifica de
fragmentos de DNA y su posterior secuenciacion, se estdn planteando actualmente para la
clasificacién de aislados del género Salmonella y sobre todo, como una manera de estudiar el
origen evolutivo de las mismas (Achtman et al, 2012; Malorny et al., 2011). Tanto el
serotipado como el fagotipado conllevan muchos inconvenientes, incluyendo un alto coste
econdmico y el requerimiento de personal especializado para poder analizar los resultados

(Achtman et al., 2012).

Entre las técnicas que se han propuesto se encuentran la técnica de Electroforesis en
Campos Pulsado (PFGE), MultiLocus Variable number of tandem repeats Analysis (MLVA),
MultiLocus Enzyme Electrophoresis (MLEE) o MultiLocus Sequence Typing (MLST) (Malorny et
al., 2011). Aunque en este trabajo no se van a abordar algunas de ellas, conviene destacar que
estudios recientes realizados por Achtman et al., (2012), apuestan por el MLST, que es una
técnica de tipado basada en el estudio de siete genes housekeeping de Salmonella, presentes
en todo el género y que pueden amplificarse por PCR y posterior secuenciacién. Esta técnica
permite identificar agrupaciones de S. enterica genéticamente relacionadas, es muy accesible,

puesto que existe una base de datos publica (http://pubmlist.org/databases.shtml). Ademas
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los resultados obtenidos pueden compararse facilmente a nivel inter-laboratorios. Los
aislados que poseen alelos idénticos para todos los genes estudiados se asignan a una
Secuencia Tipo (ST), y todas aquellas secuencias tipo que difieren en menos de dos alelos se
clasifican dentro de un Complejo Clonal (CC). Con estos datos, se construyen diagramas

graficos eBurst (Figura 2).

Estudios realizados por varios autores (Achtman et al., 2012; Bell et al., 2011; Lan et
al., 2009) demuestran una alta correlacidon entre el serotipo del aislado de Salmonella y la
secuencia tipo (ST) al que pertenece. De esta forma, existe hoy en dia una corriente que
apuesta por el reemplazo del serotipado en pro de la técnica MLST cuando se trata de la

rutina de laboratorio con fines epidemioldgicos.

@ Typhimurium @

Braenderup

@:37,35 Newport @ Isangi
(3 Enteritidis @ Heidelberg
(5193259 ParatyphiB @) Stanley
@ Choleraesuis 5568 Senftenberg
@® Muenchen @1 Infantis
@ Virchow @ Bovismorbificans
@ Paratyphi A €540,208 Montevideo
& Typhi @044 52,203 Oranienburg
o ) i@ 209 Saintpaul @ Dublin
T o x (56164 Kentucky @ Agona
: @ Pomona @ Derby
o @ ParatyphiC (58,234,235 Havana
@ Hadar 88 Concord

Figura 2.- Diagrama eBurst obtenido con los datos de MLST de S. enterica subesp. enterica. Cada circulo
corresponde a uno de los 1095 STs, cuyo tamano es proporcional al nimero de aislados y cada color se
asocia con el serotipo de las cepas agrupadas en él (Achtman et al., 2012).
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1.3.- Cuadro clinico.

Salmonella es un patégeno intracelular facultativo que dependiendo del serotipo y del
hospedador puede presentar tres maneras de manifestarse: la bacteria puede ser eliminada
del organismo gracias al sistema inmune del hospedador, puede mantenerse en el organismo
dando lugar a un estado de portador asintomatico; o bien, puede ocasionar distintos cuadros

clinicos, como los siguientes:

3a.- Infeccion intestinal: Es la manifestacion mas comun de la infeccidn por serotipos

no tifoideos de S. enterica, que se caracteriza por una inflamacion intestinal aguda, que puede
afectar al intestino delgado (enteritis) y/o grueso (enterocolitis) (Petska & Witt, 1985). El
periodo de incubacion tras la ingestidon de alimentos o agua contaminada oscila entre 8 y 72
horas y se inicia con nauseas y vomitos, dolor abdominal y deposiciones diarreicas. A veces
puede aparecer fiebre y célicos abdominales. Se trata normalmente de una enfermedad

autolimitada en adultos sanos, aunque en ocasiones necesita de tratamiento antibiético.

3b.- Septicemia: Sobre todo asociada a pacientes inmunocomprometidos, Salmonella
puede diseminarse por el organismo inicialmente por via linfatica y después por via sanguinea.
En este caso la infeccion puede llegar a afectar diversos drganos correspondientes al tracto
urinario, vesicula biliar, higado, huesos, etc. Segun datos de la OMS, anualmente se registran
millones de casos de salmonelosis no tifoideas, de las cuales tan sélo unos miles acaban con la

muerte del paciente, en aquellos paises menos desarrollados.

3c.- Fiebre entérica: Estd producida frecuentemente por los serotipos Typhi,

responsable de la fiebre tifoidea y cuyo reservorio es el hombre, asi como Paratyphi A, By C
(fiebres paratifoideas). La OMS estima que existen en el mundo unos 22 millones de casos al
afio y unas 200.000 muertes. La mayoria de este tipo de infecciones tiene lugar en paises en
vias de desarrollo, donde la enfermedad es endémica. En paises como el nuestro, este tipo de
enfermedad se asocia con personas que retornan de viajes a paises que presentan este

endemismo.

En general, el tratamiento antibidtico estd desaconsejado para aquellas salmonellosis
que provocan infeccidn intestinal (Glerri, 2002; Humphries et al., 2012), por el riesgo de
fomentar la aparicién de portadores crénicos. Sin embargo, en nifios, ancianos y personas
inmunocomprometidas se puede necesitar el uso de distintos antibidticos como
fluoroquinolonas (solo en adultos), amoxicilina-acido clavulanico, tetraciclinas, cotrimoxazol,

fosfomicina o cefalosporinas de 32 6 42 generacion (EFSA 2010).



Introduccion

Después por una infeccion por Salmonella, mayoritariamente cuando hablamos de
infeccidn intestinal, fiebre entérica o infeccion urinaria, la eliminacion de la bacteria a través
de las heces persiste durante tiempos variables, oscilando entre unas semanas hasta seis

meses. En este caso se habla de portadores convalecientes.

También se pueden encontrar personas que son portadores crénicos asintomaticos,
una forma de infeccidn que puede deberse al contacto con dosis infectivas bajas de
Salmonella o bien se observa en personas que, habiendo padecido la enfermedad, contintan

eliminando la bacteria en periodos superiores a un afio.

1.4.- Epidemiologia en la Unién Europea y en Espana.

Salmonella spp., es por detrdas de Campylobacter spp., el patégeno zoonédtico mas
importante a nivel mundial, provocando millones de casos de gastroenteritis cada afio, tanto
en paises en vias de desarrollo comoen paises industrializados. En el caso concreto de la
Unién Europea (UE), se detectaron casi 100.000 casos de salmonelosis durante el afio 2010, lo
que implica 21,5 casos detectados por cada 100.000 personas. Es importante destacar que los
casos de salmonelosis se encuentran en continuo descenso (8,8% en 2010 respecto al afio
anterior) debido fundamentalmente a las estrictas politicas de control de aves de corral,
llevadas a cabo en la UE en los ultimos afios. Segun los datos aportados desde los organismos
europeos (EFSA y ECDC), estas medidas conllevan implicito un descenso en la presencia de
Salmonella spp. tanto en aves como en los ovo-productos derivados, en tasas de un 20%
(reportado en 2008) a un 2% (reportado en 2011), lo que seria la causa mas directa en la
disminucién drastica de los casos de salmonelosis en humanos. Los datos de la Organizacion
Mundial de la Salud (WHO), extraidos de la pagina web http://data.euro.who.int/hfadb,
indican una disminucién de los casos medios de salmonelosis por cada 100.000 habitantes en
la zona europea, reflejando una disminucién desde la media de 60,63 casos en 1995; 38,54 en
el ano 2000; 31,36 en 2005 a 21,75 casos en 2010. La tasa de mortalizad asociada a

Salmonella spp. en humanos es de 0,13% en los paises de la UE (ECDC, 2010; ECDC, 2012b).

Las tasas mas altas de salmonelosis se dan entre los grupos de edad de 0-4 afios (113
casos por cada 100.000 habitantes) y de 5-14 afios (35 casos por cada 100.000 habitantes),
aunqgue no se observan diferencias en cuanto al sexo de los pacientes. Se observan asimismo
picos temporales de infeccidon durante el verano y principios del otofio. Se estima que un 60%
de las infecciones por salmonelosis son adquiridas en el ambito doméstico, a través del

consumo de alimentos contaminados. Asimismo, aproximadamente el 65% de estos casos
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tiene relacion con el consumo de ovo-productos, aunque otra importante fuente de
salmonelosis son los productos de cerdo (28% de los casos), pavo (4.5%) y pollo (2.4%). Sin
embargo, en algunos paises nérdicos (Suecia, Finlandia y Dinamarca) la mayoria de los casos
de enfermedad se asocia a una infeccion fuera del pais de origen (ECDC 2010; ECDC 2012b;
Pires et al., 2011).

En cuanto a los serotipos implicados en las infecciones por Salmonella spp. los
mayoritarios son Enteritidis (45%) y Typhimurium (22%), seguidos a una distancia importante
por serotipos no tifoideos tales como Infantis, Newport, Kentucky o Virchow (Figura 3).
Destaca la inclusion de S. Typhimurium variante monofasica 1,4,[5],12:i:- en el cuarto puesto
de los serotipos mds encontrados durante 2010 en la UE, no solo en el caso de infecciones en
humanos, sino también detectado en cerdo, ganado vacuno y carne de cerdo y bovina, pero
menos frecuentemente en aves de granja. En afios anteriores este serotipo no se encontraba
entre los 10 mas comunes, pero esto confirma su rdpida dispersién en un corto periodo de
tiempo (desde 360 casos en 2007 a 1416 casos en 2009, informados por la EFSA), asociado a
brotes alimentarios relacionados con carne de cerdo (ECDC 2010; ECDC 2012b; EFSA &
BIOHAZ 2010).

S. Virchow;
0,7%

S. Kentucky; 0,8% _ S. Infantis; 1,8% S. Typhimurium
monofasica;

1,5%

S. Derby;
S. 0,7%
Mbandaka;
0,5%

S. Agona;
0,5%

Figura 3.- Distribucidn de los diez serotipos mas comunes encontrados en Salmonella en humanos.

Datos del afio 2010 (tomados de ECDC 2012b).
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Es importante también destacar que estas tendencias son distintas en animales y
productos derivados, asi encontramos los serotipos Infantis (59% en aves), Saintpaul y
Newport (14% en carne de pavo), Typhimurium y Derby (31 y 16%, respectivamente, en carne

de cerdo) o Dublin (44%, carne de vacuno) (ECDC 2012b).

Atendiendo a los datos nacionales, proporcionados por el Instituto de Salud Carlos lli,
los casos de Salmonella han disminuido ligeramente desde el afio 2003 en nuestro pais, donde
se observd un pico de mas de 8.000 casos de salmonelosis detectadas, hasta llegar a los
valores de hoy en dia, 4.419 casos en el afio 2010; mientras que Campylobacter se mantiene
por encima de Salmonella con 6.177 casos anuales. Se observa una disminucién drastica de la
prevalencia del serotipo Enteritidis, llegando a un maximo de 4.800 casos en 2003 vy
decreciendo hasta 1.329 casos en la actualidad. El serotipo Typhimurium ha aumentado
significativamente desde 665 casos en el ailo 2000 hasta los 1.279 casos recogidos en el afio
2010. Este hecho, en concordancia con los datos europeos, pueden mostrar la efectividad de
las medidas llevadas a cabo por los entonces Ministerios de Sanidad y Consumo, y de
Agricultura, Pesca y Alimentacidn, que a partir de 2004 llevaron a cabo conjuntamente un
programa de control de Salmonella en huevos y ovoproductos. La efectividad de estas
medidas parece recaer sobre la disminucion del serotipo Enteritidis, cominmente asociado a
ese tipo de productos, mientras que su efectividad no es tan clara para el serotipo
Typhimurium. Dentro de los serotipos mas frecuentes también se encuentran Infantis y

Newport (ISCIII 2009; ISCIII 2011)

En cuanto a la distribucién estacional, al igual que ocurre a nivel europeo, los casos de
salmonelosis se concentran en los meses de verano, no afectan de manera desigual a
hombres y a mujeres, y también se observa una gran prevalencia de casos en las franjas de
edad 1-4 afios (36% de los aislamientos) y de 15-44 afios (45%). El 98% de los casos fueron
diagnosticados por aislamiento en heces, y el 1,5% en sangre, siendo los porcentajes similares
tanto para S. Enteritidis como para S. Typhimurium. Sin embargo, atendiendo a las franjas de
edad, se observa que al aumentar la edad, aumenta el nimero de aislamientos en sangre.
Este dato podria reflejar el mayor esfuerzo que se realiza ante un nifio de corta edad en el
diagnodstico microbioldgico de una gastroenteritis, en relacidn al llevado a cabo en adultos

(ISCIlI 2009).

Aunque los resultados de los estudios tanto europeos como nacionales indican la
efectividad de las medidas de control de Salmonella, este patégeno continta siendo una de

las causas principales de enfermedades gastrointestinales de transmision alimentaria, ademas
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de observarse que no todos los serotipos responden igual que S. Enteritidis ante las medidas
de control. Es necesaria una continua vigilancia y estudio de los diferentes serotipos de
Salmonella, asi como la busqueda de nuevas estrategias que permitan un mejor control de

estas infecciones.

2.-VIRULENCIA EN SALMONELLA.

La estrategia patogénica de S. enterica es muy compleja e incluye la penetracion de la
barrera intestinal y la interaccidon con las células del sistema inmune donde actla como
patdgeno intracelular. Como introduccién para entender los factores de virulencia de

Salmonella, se describird brevemente el mecanismo de patogénesis que sigue esta bacteria.

LUMEN INTESTINAL
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Figura 4.- Mecanismo de invasion de Salmonella (adaptacion de la imagen proporcionada en

http://eng.sheba.co.il).

Tras la ingestion de Salmonella, cuya dosis infectiva minima es 10°-10° las bacterias
alcanzan el estdmago donde se a los jugos gastricos y a un pH muy acido. Aquellas bacterias
capaces de sobrevivir a estas condiciones, asi como a los mecanismos defensivos propios de
nuestro organismo pueden llegar a colonizar el ileon y/o colon e invadir el epitelio (Figura 4).
Esta invasion puede ser pasiva (facilitada por células dendriticas que emiten pseuddpodos) o
bien activa (unién a receptores especificos de la superficie de la célula hospedadora, seguida
de una internalizacién tanto en los enterocitos como en células M, ambas capaces de

absorber antigenos presentes en el lumen). La invasion activa requiere que Salmonella inyecte
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sobre la célula hospedadora unas proteinas efectoras, utilizando un sistema de secrecion de
tipo Il (STT3) codificado en la Isla de Patogenicidad de Salmonella de tipo | (SPI-1) (Ly &
Casanova, 2007; McGhie et al., 2009; Schlumberger & Hardt, 2006).

Una vez en el interior celular, Salmonella es capturada por células fagociticas, tales
como macrofagos que transportan a la bacteria hacia el sistema linfatico y pueden facilitar su
dispersidon hacia el higado, bazo o ndédulos linfaticos. La persistencia de la bacteria en el
interior de este tipo de células se debe a que Salmonella es capaz de crear una vacuola,
conocida como “Vacuola de Contencion de Salmonella” (SCV) que permite su supervivencia y
replicacion en el interior de los macréfagos. Esta etapa requiere la expresion de otro sistema
de secrecidn de tipo lll, codificado en la Isla de Patogenicidad de tipo 2 (SPI-2), y que permite
la secrecion de efectores de virulencia desde la vacuola al citoplasma celular del hospedador
(Figura 4). Aunqgue se sabe que Salmonella puede provocar en este estadio una segregacion de
citoquinas que median en la inflamacién epitelial (provocando el fenémeno de diarreas) e
incluso una apoptosis de las células que las contienen, hasta el momento no quedan claros los
mecanismos por los cuales la bacteria abandona la célula huésped y continda infectando a

otras células (Ly & Casanova, 2007; McGhie et al., 2009; Schlumberger & Hardt, 2006).

Tal y como se ha descrito, el mecanismo de invasiéon de Salmonella es complejo y
requiere de un gran nuimero de factores de virulencia, entre los que destacan dos grupos
generales: las estructuras superficiales de la bacteria y los genes de virulencia, localizados

tanto en plasmido como en cromosoma.

2.1.- Estructuras de superficie. Fimbrias.

Las estructuras superficiales de la bacteria son consideradas, ademds de factores de
virulencia, dianas del sistema inmune del hospedador. En estas estructuras de superficie se

incluyen el lipopolisacdrido (LPS), formado por el antigeno O y el lipido A, este ultimo con

actividad toxica; los flagelos, encargados de dirigir a la bacteria a través del epitelio intestinal;
la cdpsula, relacionada con la invasion en el serotipo Typhi y las fimbrias. Algunos de estos
elementos ya han sido comentados en el apartado de serotipado, puesto que son utilizados
como dianas antigénicas para el tipado de Salmonella. Por tanto, centraremos este apartado

en las fimbrias como elemento de virulencia.

Las fimbrias o “pili” son estructuras proteicas de superficie consideradas como
adhesinas, ya que facilitan la unién de la bacteria a receptores especificos del hospedador

durante la primera etapa de la invasién. En Salmonella se han identificado mas de 13 loci, la
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mayoria de los cuales son inducidos in vivo y se requieren tanto para la formacion de biofilms
como para el ataque a células huésped y la colonizacidn, pero no para la supervivencia en el
interior celular (lbarra & Steele-Mortimer, 2009; van Asten & van Dijk, 2005). Destacan las
fimbrias de tipo 1 o Fim (operdn fimAICDHF), las denominadas “long polar fimbriae” o Lpf
(operén IpfABCDE), “thin aggregative fimbriae” (Tafi) (operones agfDEFG y agfBAC) y las
fimbrias asociadas a plasmidos (operdn pefABCDI). Estos tipos de fimbrias no estan presentes
en todos los serotipos de Salmonella, sino que algunas de ellas, como las Ipf se encuentran en
S. Typhimurium pero no han sido descritas en serotipos relacionados ni en otro tipo de
enterobacterias. Sin embargo, las fimbrias de tipo fim son estructuralmente similares, pero
antigénicamente distintas a las fimbrias de tipo 1 encontradas en E. coli (Darwin & Miller,
1999; van Asten & van Dijk, 2005). Ademas, cabe destacar la gran variabilidad proteica y la
diversificacion en cuanto a estructura y composicion que se ha observado entre los distintos
tipos de fimbrias, que permiten a Salmonella evadir de manera mas facil las defensas del

hospedador (Yue et al., 2012).

Fimbrias
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Figura 5.- Factores de virulencia representativos de S. enterica (adaptado de Madigan et al., 1998).
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2.2.- Islas de patogenicidad.

La mayoria de los genes de virulencia de Salmonella se encuentran agrupados en
regiones distribuidas a lo largo del cromosoma denominadas “Islas de Patogenicidad” o SPI. Se
cree que estas agrupaciones de genes han sido adquiridas en Salmonella a partir de otras
especies bacterianas mediante transferencia horizontal, debido a que su bajo contenido en GC
(37-47%), que difiere significativamente con el resto del contenido gendmico de Salmonella, a
que se encuentran flanqueadas por genes que codifican RNAt y ademds estan asociadas a
elementos genéticos moviles, lo que habria provocado un incremento en la patogenicidad de
esta bacteria a lo largo de la evolucién (Hensel, 2004; Marcus et al., 2000; van Asten & van

Dijk, 2005).

Las islas de patogenicidad tienen una estructura general (Figura 6) donde
encontramos que estan flanqueada por repeticiones directas (DR), insertadas en genes que
codifican RNAt. Pueden albergar elementos genéticos moviles como IS (completas o
defectivas) y contienen genes de virulencia (V;-V,) y de movilidad (int). Ademas, se
caracterizan por estar presentes en el genoma de bacterias patégenas, estando ausentes en
los genomas de aquellas no patdégenas, ocupar regiones grandes (10-200 kb), diferir en el %
GC respecto del cromosoma bacteriano, presentar inestabilidad genética cuando estan
presentes elementos de movilizacién y por ser estructuras mosaico compuestas a través de

fendmenos de adquisiciéon consecutiva (Schmidt & Hensel, 2004).

I7 compl2za I =72 tiva
BN | O8> < — | Y
DR

DR

Isla de patogenicidad (SPI)

Figura 6.- Caracteristicas generales de una isla de patogenicidad (Schmidt & Hensel, 2004).

Hasta la fecha se han descrito 12 islas de patogenicidad en Sa/lmonella, algunas de las
cuales estan presentes en todo el género Salmonella, mientras que otras tan solo se han
detectado en algunos serotipos (Hensel, 2004). A continuacidn se detallan algunas de ellas,

fundamentalmente las estudiadas en esta tesis.

Isla de patogenicidad de tipo 1 (SPI-1): se trata de una insercién de 40 kb en el
cromosoma bacteriano, con un contenido GC inferior (47%) al esperado para el genoma de

Salmonella (52%) y no se encuentra asociada con un gen RNAt. Esta isla es imprescindible en
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la invasién de las células epiteliales. Codifica un sistema de secrecidn de tipo 3 (SST3) que
media en el transporte al interior de la célula intestinal de proteinas efectoras (SopE, SopE2,
SopA, SopB, SopD, etc.), no todas codificadas por ella misma. Algunas de estas proteinas
actuan a nivel de la reorganizacion del citoesqueleto de actina de la célula eucariota,
facilitando la macropinocitosis; otras en la activacion de cascadas inmunoldgicas que
desembocan en procesos inflamatorios y en los sintomas diarreicos que se observan. Esta
presente en S. bongoriy en todas las subespecies y serotipos analizados de S. enterica, por lo
que se cree que fue adquirida en un proceso temprano de la evolucién de Salmonella (Hensel,

2004; Schmidt & Hensel, 2004).

Isla de patogenicidad de tipo 2 (SPI-2): esta isla, de un tamafio también de 40 kb, se

Vel esta compuesta por dos

encuentra insertada adyacente al gen ValV, que codifica el RNAt
fragmentos que fueron adquiridos independientemente. El primero de ellos, de 25 kb (43%
GC) solo se encuentra en S. enterica y codifica un sistema de secrecidn de tipo 3 que se activa
cuando la bacteria estd en el interior de la célula hospedadora, traslocando proteinas
efectoras a través de la membrana de la vacuola que la contiene. Esta regidn presenta cuatro
operones diferentes (ssa, ssr, ssc y ssr) encargados de codificar proteinas esenciales para el
sistema de secrecién. La segunda region, de 15 kb y contenido GC del 54%, aporta genes que
no son necesarios para la funcion del SST3. La funcién de esta isla es la supervivencia de la
bacteria en el interior de células epiteliales y macréfagos, por lo que es indispensable para

causar infecciones sistémicas y permitir la multiplicacién de la bacteria en el érgano

hospedador (Hensel, 2004; Marcus et al., 2000; Schmidt & Hensel, 2004).

Isla de patogenicidad de tipo 3 (SPI-3): es una insercidn de 17 kb en el locus selC, que
codifica el RNAt™®, especifico para selenocisteina y con un contenido GC del 47.5%. Esta isla,
distribuida en las especies S. bongori y S. enterica, muestra que el operén mgtCB, un sistema
de alta afinidad por el i6n Mg**, es el mas importante en ella. Este operén permite a la
bacteria adaptarse a las limitaciones nutricionales del habitat intracelular. Se han observado
variaciones estructurales en la zona adyacente a selC, donde se han encontrado tanto
inserciones como deleciones, sugiriendo éste como un punto caliente de integracion de DNA

exogeno (Hensel, 2004; Marcus et al., 2000).

Isla de patogenicidad de tipo 4 (SPI-4): su tamario es de 25 kb, esta franqueada por el
gen ssb, codificante de una proteina de unién a DNA de cadena sencilla y soxSR, gen regulador
frente a superdxido. Se trata de una estructura mosaico, formada a partir de multiples

procesos de captacion de DNA exdgeno, aunque su funcidn en virulencia no esta del todo
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dilucidada. Se cree que puede portar un sistema de secrecion de tipo 1 (SST1) implicado en la

liberaciéon de toxinas (Hensel, 2004; Marcus et al., 2000).

Isla de patogenicidad de tipo 5 (SPI-5): es un locus de pequefio tamafio (7,6 kb)

Ser

insertado préximo al gen serT del RNAt™, especifico para serina. Esta isla codifica algunas
proteinas efectoras como SopB, PipA, PipB o PipC, que son traslocadas a través de los
sistemas de secrecidn SPI-1-SST3 y SPI-2-SST-3. La regidn correspondiente a los genes sopB y
pipC se encuentra altamente conservada y presente tanto en S. bongori como en S. enterica;
sin embargo, la regidn pipAB, esta ausente tanto en S. bongori como en S. enterica subesp.

salamae. Ambas regiones pudieron adquirirse de manera independiente (Hensel, 2004,

Schmidt & Hensel, 2004).

Otras islas de patogenicidad: La presencia de otras islas de este tipo, como SPI16-SPI110
han sido inferidas a partir del anadlisis gendmico de S. Typhi y S. Typhimurium, donde se
encuentran loci con caracteristicas compatibles con la presencia de islas de patogenicidad,
pero cuya funcidn todavia no ha sido descubierta (Hensel, 2004; Schmidt & Hensel, 2004). Por
otra parte, destaca la presencia de la isla mayor de patogenicidad (MPI o SPI-7), especifica
para los serotipos S. Typhi, S. Paratyphi C y S. Dublin, con un tamafio de 147 kb. Entre sus
funciones se encuentra la sintesis del polisacérido capsular Vi de S. Typhi; el gen sopE, que
proviene de fagos y codifica una proteina efectora de la SPI-1; una agrupacién de genes que
codifican un pili que media en la invasidon de células epiteliales en S. Typhi y varios genes

asociados a la movilidad del DNA (Schmidt & Hensel, 2004).

Como se puede observar, la mayoria de las islas de patogenicidad se encuentran muy
conservadas en el género Salmonella y parecen haber sido adquiridas mediante procesos de
transferencia horizontal, seguidos de reorganizaciones en la estructura. Junto con la presencia
de plasmidos que codifican factores de virulencia, estos procesos de transferencia horizontal
suponen un mecanismo de dispersién de factores no solo de resistencia, como veremos mas

adelante, sino también de virulencia.

2.3.- Islotes de patogenicidad y genes sueltos.

No todos los genes de virulencia que necesita Salmonella se encuentran agrupados en
islas de patogenicidad, sino que existe una amplia variedad de éstos que se encuentran en
pequeiios loci denominados islotes. Su contenido GC, al igual que el de las islas de
patogenicidad, también es menor, por lo que se cree que también fueron adquiridos a través

de procesos de transferencia horizontal. Entre estos islotes se encuentran por ejemplo los
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genes sifA (multiplicacion en macréfagos), pagC y msgA (supervivencia en fagosomas) vy
algunos genes de fimbrias (Groisman, 1998). Otros genes como stn y ast (toxinas), iroB
(siderdforos encargado de captacion de hierro), sodC1 (resistencia al estrés oxidativo), phoP/Q
o slyA (reguladores transcripcionales de genes de virulencia) se encuentran localizados en el
cromosoma y se encuentran detallados en el apartado de Material y Métodos, puesto que han

sido objeto de estudio en la presente tesis doctoral.

2.4.- Plasmidos de virulencia.

Los plasmidos de virulencia son otra de las estructuras en las cuales podemos
encontrar genes codificantes de proteinas involucradas en el proceso infectivo de Salmonella.
Hasta el momento se han encontrado en siete serotipos, todos ellos pertenecientes a S.
enterica subesp. enterica. Suelen encontrarse en bajo nimero de copias y su tamafio es
variable. Los serotipos encontrados, asi como la denominacién del plasmido y su tamafio son
los siguientes: S. Abortus-ovis (pSAV, 66 kb), S. Choleraesuis (pSCV, 50 kb), S. Dublin (pSDV, 80
kb), S. Enteritidis (pSEV, 60 kb), S. Gallinarum (pSGV, 86 kb), S. Pullorum (pSPV, 86 kb) y S.
Typhimurium (pSTV o pSLT, 94 kb) (Rychlik et al., 2006; van Asten & van Dijk, 2005)].

Aunque el contenido genético es variable, existen regiones mas o menos comunes
entre todos los tipos de plasmidos (Marcus et al., 2000; Rychlik et al., 2006; van Asten & van
Dijk, 2005).

Locus spvRABCD (Salmonella plasmid virulence). Es un operdn de 8kb, altamente
conservado y constituido por cinco genes que se especula estan relacionados con la

multiplicacidn intracelular de Salmonella.

Locus pefBACDI. Este operdn, que no estd presente en los serotipos Dublin y
Gallinarum, codifica fimbrias que median la adhesion de Salmonella a distintos tipos de células

epiteliales. Su expresidn esta inducida por los genes Ipf, de codificacion cromosdmica.

Genes rck y rsk. Genes que median en la resistencia a la actividad litica del suero.

Gen mig-5. Se localiza en plasmidos de virulencia de los serotipos Choleraesuis,
Dublin, Enteritidis, Gallinarum y Typhimurium. Su expresion se activa cuando Salmonella es
ingerida por macrdéfagos, codificando una anhidrasa carbdnica que cataliza la hidratacién del
diéxido de carbono para dar lugar al ién bicarbonato, aunque por ahora, no se sabe

exactamente la funcién de este mecanismo.
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Genes traT. Estos genes, que median en la capacidad de transferirse un plasmido por
mecanismos de movilizacion horizontal, no se encuentran presentes en los

serotiposEnteritidis, Dublin y Choleraesuis.

Tal y como expone Rychlik et al. (2006), puede existir un ancestro comun a estos
plasmidos que portaria spvRABCD y mig-5 y seria conjugativo (genes traT). Por esta via
entraria en Salmonella, habria sufrido procesos de fusidn con otros plasmidos y pérdida

parcial de contenido para dar lugar a los plasmidos de virulencia que conocemos hoy en dia.

Sin embargo, esta no es la Unica variacion que se encuentra en los plasmidos de
virulencia, ya que en los Ultimos afios se han detectado plasmidos denominados “hibridos”
que albergan tanto genes de virulencia como genes relacionados con la resistencia a los
antibidticos (Guerra et al., 2002; Herrero et al., 2009; Mendoza et al., 2009; Rodicio et al.,
2011; Rodriguez et al., 2011) y que suponen un grave problema en la diseminacién conjunta

de este tipo de factores.

3.- MECANISMOS DE RESISTENCIA A LOS ANTIBIOTICOS.

3.1- El problema de la resistencia bacteriana a los antibiéticos.

El descubrimiento de la penicilina por Alexander Fleming en 1928 y su produccion
industrial en la década de 1940, revolucioné la medicina de principios del siglo XX, dando
lugar a un sentimiento de esperanza para la curacion de muchas enfermedades infecciosas.
Sin embargo, el panorama al que nos enfrentamos hoy en dia es bien distinto.

Los antibidticos son sustancias naturales producidas por microorganismos como un
mecanismo de defensa frente a otros, en su afan de competir por la supervivencia. Ademas,
se piensa que podrian actuar como sefales en la comunicacion intercelular entre las bacterias
(Martinez et al., 2009; Yim et al., 2007). Estos compuestos, inicialmente descubiertos en
bacterias del medio ambiente, han sido modificados por sintesis quimica para dar lugar a

compuestos analogos, denominados agentes antimicrobianos’, con notables mejoras en su

1 . . , N Ry . s .
A lo largo de la tesis doctoral nos referiremos al término “antibidtico” como aquella sustancia quimica
producida por un ser vivo o fabricada por sintesis, capaz de paralizar el desarrollo de microorganismos patdgenos
(accién bacteriostatica) o causar la muerte de los mismos (accion bactericida); segun la definicion aportada por el

diccionario RAE (229 Edicion, 2001).
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actividad y reduccién en su toxicidad. Todos ellos han sido ampliamente utilizados tanto en
medicina como en veterinaria con fines terapéuticos y profilacticos. Ademas, durante mucho
tiempo, se utilizaron los antibiéticos como promotores del crecimiento en animales, pollos y
cerdos fundamentalmente. Actualmente la legislacién europea ha prohibido su uso con este
fin; sin embargo en paises como Estados Unidos, este uso sigue vigente (Buckley, 2009;

Errecalde, 2004; Torres et al., 2010).

El fendmeno de la resistencia bacteriana frente a los antibidticos es un ejemplo de
evolucidn constante, en el cual las bacterias han desarrollado mecanismos para evadir la
actividad de estos compuestos (Baquero et al., 2009; Nugent et al., 2010). Las bacterias
pueden adquirir los genes de resistencia a antibidticos por mecanismos de transferencia
horizontal (Buckley, 2009; Martinez et al., 2009; Partridge, 2011). La fuerte presion ejercida
por el uso masivo de antibidticos tanto en humanos como en animales ha podido ser el factor
determinante en el desarrollo de las altas tasas de resistencia que actualmente observamos
en un gran numero de bacterias, entre las que podemos destacar el caso de Staphylococcus
aureus resistente a meticilina, Streptococcus pneumoniae o bacterias Gram-negativas
productoras de beta-lactamasas de amplio espectro y carbapenemasas como ejemplos de
graves problemas en el tratamiento de infecciones de gran importancia clinica (Sun et al.,

2012; Theuretzbacher, 2011).

El problema de la resistencia a los antibidticos es un problema mundial que preocupa
a diferentes organismos como la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), el Centro Europeo
para la Prevencion y Control de Enfermedades (ECDC), el Centro para la Vigilancia y el Control
de las Enfermedades (CDC), la Agencia Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA), etc. Desde
estos organismos se llevan a cabo medidas educativas dirigidas al publico y a los profesionales
de la salud para reducir el uso inapropiado de antibiéticos, fomentar el desarrollo de nuevos
antibidticos, vigilar activamente la evolucidn de las tasas de resistencia, recoger datos sobre el
consumo de antibidticos y fomentar la investigacién coordinada de estas resistencias

(Baguero & Garau, 2010; Campos et al., 2010).

3.2.- Bacterias Gram-negativas. Bases bioquimicas de la resistencia a los
antibioticos.

Los antibidticos deben entrar en contacto con la bacteria para poder ejercer su accion
téxica. Para poder comprender los mecanismos de resistencia que presentan las bacterias

frente a los antibidticos es inevitable revisar en primer lugar su mecanismo de accion.
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Mecanismo de accion de los antibidticos. Hoy en dia existen numerosas familias de

antibidticos que pueden clasificarse segin su mecanismo de accién sobre la bacteria. Estos
mecanismos, representados en la Figura 7 (1-6), pueden esquematizarse de la siguiente forma

(Calvo & Martinez-Martinez, 2009; van Hoek et al., 2011):

— Aquellos que afectan a la sintesis de la pared celular; bien inhibiendo su sintesis
(fosfomicina, cicloserina), afectando al transporte de sus precursores (bacitracina,
mureidomicinas) o que afectan a su organizacién estructural (beta-lactamicos, glucopéptidos).
— Afectan a la membrana citoplasmatica (poliximinas y daptomicina).

— Bloqueo de vias metabdlicas esenciales de la bacteria, sobre todo las que se encargan de la
obtencién de elementos esenciales como los aminoacidos o las bases puricas y pirimidinicas
de los nucleétidos, a través de la sintesis de folatos (sulfamidas, trimetoprim).

— Afectan directamente al DNA, tanto en su metabolismo como en su estructura, en los
procesos de replicacion y transcripcién. En este grupo estan las rifamicinas y quinolonas, que
actuan indirectamente sobre estos procesos, y los nitromidazoles y nitrofuranos, que actian
directamente sobre el DNA dafidandolo.

— Afectan a la sintesis proteica en sus diferentes fases de activacién (mupirocina), inicio
(oxazolidinonas, aminoglucdsidos), fijacion del RNAt (tetraciclinas, glicilciclinas) o la fase de

elongacion (lincosamidas, macrdlidos, cetdlidos, estreptograminas o acido fusidico).

Puntos diana de los antibiéticos Mecanismos de resistencia

®

Figura 7.- Puntos diana de los antibidticos (1-6) y mecanismos de resistencia (a-e). Puntos diana de
accion: (1) sintesis de la pared celular; (2) membrana citoplasmatica; (3) metabolismo esencial de la
bacteria; (4) replicacion del DNA; (5) transcripcidn; (6) traduccion. Mecanismos de resistencia: (a)
enzimas inactivadoras/modificantes de antibidtico; (b) superproduccién de la diana; (c) modificacién de

la diana celular; (d) expulsidn activa del antibidtico; (e) alteracidon de la permeabilidad (porinas).
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Mecanismos de resistencia frente a los antibidticos. Frente a estos mecanismos de

accion, las bacterias han desarrollado sus propios mecanismos de defensa que quedan
esquematizados en la Figura 7 (a-e) (Michael et al., 2006; van Hoek et al., 2011).

- Presencia de enzimas especificas que modifican o inactivan el antibidtico.

- Superproduccién de la diana de accién del antibidtico.

- Modificacidn de la diana celular o sintesis de una diana alternativa.

- Expulsion del antibidtico al exterior celular mediante bombas de expulsidn activa.

- Alteracidn de la permeabilidad de membrana por pérdida de funcionalidad de porinas,

lo que restringe el acceso del antibidtico a la diana bacteriana.

Estos mecanismos de resistencia pueden alcanzarse bien por mutaciones
cromosdmicas en el DNA bacteriano, que alteran proteinas ya existentes y funcionales; o bien
como resultado de una transferencia o adquisicion de nuevo material genético entre las
bacterias de la misma especie o distintas. Ademas, estos mecanismos no tienen por qué darse
de forma aislada, sino que dos o mas pueden interactuar para determinar el nivel final de

resistencia a antibidticos de un microorganismo (Michael et al., 2006).

En el caso de S. enterica, nuestro objeto de estudio, los mecanismos de resistencia
gue mas nos interesan son aquellos que afectan a antibidticos de interés en el tratamiento de
infecciones por este microorganismo, o bien aquellos que tienen un interés epidemioldgico.
En este sentido, nos centraremos en los mecanismos de resistencia a beta-lactamicos,
aminoglucésidos,  fenicoles/cloranfenicol,  quinolonas/fluoroquinolonas, tetraciclinas,

trimetoprim y sulfamidas.

3.3.- Mecanismos de resistencia a beta-lactamicos.

Estructura quimica y clasificacion de los antibioticos beta-lactamicos.

Los antibidticos beta-lactdmicos, cuyo primer representante, la penicilina fue
descubierta en 1929 por Alexander Fleming, constituyen uno de los grupos de antibidticos
mas prescritos, tanto en atencidn primaria como en hospitales. La presencia del anillo beta-
lactdmico define quimicamente a esta familia de compuestos, que se caracterizan por
presentar una baja toxicidad (actlan sobre la pared celular del microorganismo que no esta
presente en la célula animal), y su principal mecanismo de resistencia son la accién de las las
beta-lactamasas. Dentro de la familia de los beta-lactdmicos existen distintos grupos (Tabla 2):
penicilinas, cefalosporinas, carbapenemas, monobactamas e inhibidores de las beta-
lactamasas. Dentro de cada grupo, pequefias alteraciones en la estructura quimica modifican
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las caracteristicas de éste, tales como el espectro, afinidad o resistencia a beta-lactamasas
(Marin & Gudiol, 2003; Suarez & Gudiol, 2009). Ejemplo de ello son las cefalosporinas, que
pueden clasificarse en cuatro grupos o “generaciones”. Cada nueva generacion de
cefalosporinas tiene mas potencia frente a bacterias Gram-negativas, perdiendo actividad

frente a las bacterias Gram-positivas.

Tabla 2.- Estructura quimica de los antibidticos beta-lactamicos (Suarez & Gudiol, 2009).

Anillo beta-lactamico + Anillo secundario = niicleo del beta-lactdmico == grupo antibiético

0 NH

Bencilpenicilina, penicilina v,
cloxacilina, ampicilina, amoxicilina,

ﬂ " Anillo tiazolidinico Acido 6-aminopenicilanico  PENICILINAS
oy

hY ticarcilina, piperacilina.
coo

[+
RN S . . .
- - Anillo Acido 7-a-cefalosporinico CEFALOSPORINAS
dihidrotiacinico Cefazolina, cefalotina, cefuroxima,
5 i e cefoxitina, cefotetan, cefotaxima,
0 ‘ R™

ceftazidima, cefepime.
coo

Anillo pirrolinico Carbapenemo CARBAPENEMICOS

R N
- \\\‘ R"” Imipenem, meropenem, doripenem.
/;"(R..,
/4
Vi ~._7
\
oo
“‘”“ﬂ Ninguno Monobactamo MONOBACTAMICOS
aztreonam
7

— N\ Anillo oxazolidinico Clavamo/oxapenamo ACIDO CLAVULANICO

= CHCH,0H

coo

Este tipo de antibidticos son agentes bactericidas que inhiben la sintesis de la pared
celular bacteriana e inducen un efecto autolitico. La pared de las bacterias Gram-negativas,
que posee una envuelta externa, estd formada por una delgada capa de péptidoglicano. Este
estd constitutido por largas cadenas paralelas de oligosacaridos que alternan residuos de
acido N-acetilglucosamina (NAG) con residuos de acido N-acetilmuramico (NAM). Cada unidad
de NAM se encuentra unida a una cadena lateral de un tetrapéptido constituido por L-alanina,
D-alanina, acido D-glutamico vy lisina o acido diaminopimélico (Figura 8). Las cadenas paralelas
de oligosacaridos se encuentran unidas transversalmente por cadenas polipeptidicas cortas

diferentes segln la especie (Kong et al., 2010; Sudrez & Gudiol, 2009).
Mecanismo de accion de los beta-lactamicos.

Los antibioticos de tipo beta-lactamico bloquean la fase final de la sintesis del

péptidoglicano al inhibir, en mayor o menor grado, las enzimas que participan en la formacion
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de esta estructura, las proteinas fijadoras de penicilinas (PBP, Penicillin Binding Proteins). Las
PBP con actividad transpeptidasa son la diana preferente de los antibidticos beta-lactamicos,
que interfieren en esta reaccion de transpeptidacién, durante la Ultima etapa de la sintesis de
la pared celular, de modo que la pared queda debilitada y puede romperse por la presion
osmatica intracelular. Su actividad se debe a la similitud estereoquimica con la terminacion D-
alanil-D-alanina del pentapéptido. Para que el antibidtico pueda actuar es necesario que la
bacteria se halle en fase de crecimiento celular, ya que es cuando se sintetiza la pared celular

(Kong et al., 2010; Suarez & Gudiol, 2009)

A 14k { ), Y porina i i Lalasing
' A0 \ f ¥ D-gmic atid
Meso-daminopime s acid.

membrana
extema

espacio
periplasmico

lipoproteina

*_membrana __
plasmatica

peptidog

Sitio de accion del antibidtico beta-lactamico

Figura 8.- Estructura del peptidoglicano y sitio de accidn del antibiético beta-lactdmico.

Los beta-lactdmicos también actian activando una autolisina bacteriana endégena
que destruye el peptidoglicano. Las cepas que carecen de ésta son denominadas cepas
tolerantes a los beta-lactdmicos, puesto que inhiben su crecimiento en presencia del

antibidtico pero no se destruyen completamente (Kong et al., 2010; Suarez & Gudiol, 2009).

Resistencia a beta-lactamicos.

La resistencia a antibidticos beta-lactamicos puede ser debida a distintos mecanismos,
como son la reduccidén de la permeabilidad de membrana, los mecanismos de expulsion activa
del antibidtico, la modificacidon de las dianas (proteinas PBP) o la inactivacidon enzimatica del
antibidtico por las denominadas beta-lactamasas. A lo largo de esta introduccidn nos
centraremos en las enzimas beta-lactamasas, por ser el mecanismo mds importante de
resistencia a beta-lactdmicos entre bacterias Gram-negativas, especialmente en el grupo de

las enterobacterias (Drawz & Bonomo, 2010; Kong et al., 2010; Poole, 2004).
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Las beta-lactamasas son enzimas bacterianas capaces de hidrolizar el enlace amida

del anillo beta-lactamico de las penicilinas, cefalosporinas y otros antibidticos beta-lactamicos,

dando lugar a compuestos sin actividad antibacteriana (Figura 9).
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Figura 9.- Lugar de ataque de las beta-lactamasas sobre las moléculas de penicilina y cefalosporina.

Desde 1940, cuando fueron descubiertas en una cepa de E. coli, entonces denominada
como Bacillus coli, se han descrito mas de 900 enzimas de este tipo (Bush & Jacoby, 2010),

gue han sido clasificadas utilizando dos aproximaciones:

En funcion de su estructura proteica, propuesta por Ambler en 1980 (Ambler, 1980),

divide las beta-lactamasas en las clases A, B, C y D. Las enzimas de la clase B son metalo-
betalactamasas, dependientes de la presencia de iones Zn®*; mientras que las enzimas de la

clase A, By D son serin-betalactamasas, independientes de metales.

En funcidon de sus caracteristicas bioquimicas y funcionales, propuesta por Bush,

Jacoby y Medeiros en 1995 y actualizada en 2010 (Bush et al., 1995; Bush & Jacoby, 2010).
Esta clasificacién establece distintos grupos, en funcion del sustrato y perfil de inhibicidn por

inhibidores de beta-lactamasas.

Un esquema de clasificaciéon conjunta se muestra en la Tabla 3, junto con las beta-
lactamasas representativas. Muchas de las enzimas que se comentaran estan incluidas en la
pagina web www.lahey.org/Studies que se encuentra en continua actualizacién por G.A.

Jacoby y K. Bush.

Si repasamos por grupos estas beta-lactamasas, nos encontramos en primer lugar las
cefalosporinasas o enzimas de tipo AmpC (grupo 1, clase C), que son las beta-lactamasas mas
abundantes en cuanto a nimero de microorganismos que las producen, ya que se encuentran
como enzimas cromosdmicas en muchas enterobacterias. Estas afectan a penicilinas,
combinaciones de beta-lactdmico e inhibidor y cefalosporinas, incluyendo cefoxitina,

cefotetan, ceftriaxona y cefotaxima. Este tipo de enzimas hidrolizan débilmente a cefepime
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Tabla 3.- Esquemas de clasificacion de beta-lactamasas (Drawz & Bonomo, 2010).

Clasificacion Inhibicidn por
Clasificacion funcional
Sustratos Beta-lactamasas
molecular feridos CLVo EDTA representativas
(Ambler) (Bush&Jacobyedeiros pre TZ P
(2010)
2a Penicilinas + - PC1 (S. aureus)
- - TEM-1, TEM-2,
2b [penicilinasas] Penicilinas, C1G + - SHV-1
2be [beta-lactamasas Penicilinas, C1G- SHV-2 a SHV-6,
A de amplio espectro] €46, . ¥ i TEM-3 a TEM-26,
monobactamicos CTX-Ms
(ser'!n' ' 2br Penicilinas - - -SrEIQ//I-;’ZOI SHV-10,
penicilinasas) 5 Penicilinas, PSE-1, PSE-3, PSE-
¢ carbenicilina * ) 4, CARB-3
2e C1G-C4AG + - CepA, FEC-1
2f [serin- Carbapenémicos  Variable - KPC-2, IMI-1, SME-
carbapenemasas] 1
3a [metalo-B- IMP-1, VIM-1, Cer-
B lactamasal Carbapenémicos - + A, IND-1, L1, CAU-
1, GOB-1, FEZ-1
(metalo-betalact.)  3b [metalo-B- Carbapenémicos - + CphA, Sfh-1
lactamasal
C E.coli AmpC, P99,
1 Cefalosporinas - - ACT-1, CMY-2,
. FOX-1, MIR-1
(cefalosporinasas) le Cefalosporinas - - GC1, CMY-37
D 2d [cloxacilinasa] Cloxacilina Variable - OXA-1 a OXA-10
2de C1G- C4G Variable - OXA-11 a OXA-15
(oxacilinasas) 2df [carbapenemasa] Carbapenémicos  Variable - OXA-23, OXA-48

y son inhibidas por la cloxacilina, oxacilina y el aztreonam (Drawz & Bonomo, 2010). La
produccién de AmpC cromosdmica en bacterias gram-negativas suele darse a bajo nivel, pero
puede dereprimirse por induccién con algunos beta-lactdmicos, especialmente con la
cefoxitina. La presencia de estas enzimas cromosdmicas e inducibles es un gran problema en
el tratamiento por la posible emergencia de bacterias altamente resistentes. Por ello, en los
ultimos afos, tanto el Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), quien disminuyd los
puntos de corte para cefotaxima, ceftriaxona y ceftazidima; como el recientemente creado
European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) apuestan por bajos
puntos de corte, que podrian ayudar a detectar aquellas cepas que aun siendo sensibles,
pueden emerger como resistentes tras un tratamiento con cefalosporinas de amplio espectro.
Por otra parte, las cefalosporinasas de tipo AmpC plasmidico (pAmpC), que pueden estar
presentes en E.coli, Klebsiella spp., Salmonella spp., o Proteus spp., estan altamente

relacionadas con aquellas AmpC cromosdmicas de Enterobacter cloacae, Citrobacter freundii o
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Aeromonas spp., pero son facilmente transferibles y suelen producir muy alto nivel de

resistencia (Bush & Jacoby, 2010; Jacoby, 2009).

Las penicilinasas (grupo 2b, clase A) incluyen las enzimas SHV-1 y TEM-1, que fueron
de las primeras en ser descubiertas y que hoy en dia permanecen entre las mas importantes
detectadas en Klebsiella pneumoniae y E. coli, responsables de un gran numero de
infecciones. Este grupo de enzimas estan inhibidas por dacido clavulanico, sulbactam y
tazobactam; por lo que el tratamiento de microorganismos portadores puede realizarse en
combinacion con un inhibidor de beta-lactamasas, como amoxicilina-acido clavulanico;
ampicilina-sulbactam o piperacilina-tazobactam (Bush & Jacoby, 2010; Drawz & Bonomo,

2010).

Un caso de particular importancia y preocupacidn son las Beta-Lactamasas de
Espectro Extendido (BLEE), localizadas en el grupo 2be y clase A de las clasificaciones
anteriormente descritas. Ademds de estas clasificaciones, recientemente se propuso una
clasificacidon que facilitase el control epidemioldgico de estas beta-lactamasas (Giske et al.,
2009), estableciendo tres grupos: BLEE,, BLEEy, y BLEEcarsa, Subdivididos a su vez en subclases.
El grupo BLEE, agrupa las beta-lactamasas de clase 2be, con las beta-lactamasas mas
prevalentes (TEM, SHV y CTX-M). El grupo BLEE,, engloba las AmpC plasmidicas y las BLEE de
tipo OXA; mientras que el grupo BLEEcarsa €std compuesto por las carbapenemasas,
incluyendo las metalo-beta-lactamasas y las serin-beta-lactamasas con actividad hidrolitica
frente a carbapenémicos. Las BLEEs hidrolizan las oxy-imino-cefalosporinas (cefalosporinas de
tercera y cuarta generacion), como la cefotaxima, ceftriaxona, ceftazidima o cefepime; y los
monobactamicos como el aztreonam; pero no afectan a las cefamicinas (cefoxitina) ni a los
carbapenémicos (imipenem, ertapenem, meropenem o doripenem) (Bush & Jacoby, 2010;

Canton et al., 2012).

Aunque en un inicio las BLEEs se identificasen como variantes aminoacidicas de las
conocidas SHV-1y TEM-1, productoras de un gran nimero de brotes hospitalarios de E. coli o
K. pneumoniae resistentes a las cefalosporinas (Bush & Jacoby, 2010; Poole, 2004), a
comienzos de los afios noventa se descubrieron las enzimas de la familia CTX-M. Estas
emergieron por una transferencia plasmidica de genes BLEE pre-existentes en el cromosoma
de organismos no-patégenos, como Kluyvera spp. (Bonnet, 2004; Paterson & Bonomo, 2005).
En una década, las beta-lactamasas de tipo CTX-M, actualmente con mas de 100 variantes, se
han convertido en la familia predominante y han reemplazado en frecuencia a las derivadas

de TEM y SHV en muchas partes del mundo, especialmente en Europa (Cantén et al., 2012;
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Coque et al., 2008a). Esta expansion, denominada por algunos autores como la “pandemia de
las CTX-M”, no solo ha venido dada por el éxito en la supervivencia de clones que portan estas
beta-lactamasas, sino que ha estado facilitada por el propio entorno genético donde las
encontramos, que incluye secuencias de insercion IS, integrones y transposones. Gracias a las
secuencias de insercion y quizds también a una movilizacién mediada por fagos, las CTX-M
han sido movilizadas desde el cromosoma de Kluyvera spp. hacia elementos genéticos moviles
o movilizables tales como integrones y plasmidos, facilmente transmisibles por fenémenos de

transferencia horizontal (Cantén et al., 2012; Eckert et al., 2006).

Aunque las enzimas de tipo SHV, TEM y CTX-M son las mas prevalentes, dentro del
grupo de las BLEEs también encontramos otras como las BES, GES-1, VEB y PER (Drawz &
Bonomo, 2010; Paterson & Bonomo, 2005; Poole, 2004).

La familia de las oxacilinasas o cloxacilinasas, enzimas OXA (grupo 2, clase D), son
capaces de hidrolizar, tal y como su nombre indica, oxacilinas y cloxacilina; aunque también
confieren resistencia a penicilinas, cefalosporinas (grupo 2d) y, en algunas de sus variantes, a
cefalosporinas de amplio espectro (grupo 2de, OXA-11 a OXA-15) o carbapenémicos (grupo
2df, OXA-23 y OXA-48). Generalmente, las enzimas de tipo OXA son resistentes a la inhibicidn

por clavulanato, sulbactam y tazobactam.

Las serin-carbapenemasas o carbapenemasas de clase A son una familia emergente
dentro de las beta-lactamasas (grupo 2f, clase A) capaces de hidrolizar la mayoria de los
antibidticos beta-lactamicos, incluyendo los carbapenémicos. Este grupo engloba algunas
variantes de las enzimas IMI, SME y KPC. Se describieron primeramente en Enterobacter
cloacae, Serratia marcescens y K. pneumoniae, en las dos primeras especies en localizacién
cromosomica, mientras que en la tercera localizada en plasmidos que contenian el transposén
Tn4401, de facil dispersién a otras especies como P. aeruginosa y Acinetobacter spp. (Bush &

Jacoby, 2010; Drawz & Bonomo, 2010; Poole, 2004).

Las metalo-beta-lactamasas (MBLs) o carbapenemasas de clase B (grupo 3, clase B)
son otra familia de carbapenemasas, dependientes de la presencia de iones Zn** en el medio y
con un mecanismo de hidrélisis distinto a las enzimas hasta ahora descritas. Los organismos
productores muestran resistencia a penicilinas, cefalosporinas, carbapenémicos y a los
inhibidores de beta-lactamicos, pero su perfil hidrolitico no siempre incluye el aztreonam. Los

genes blayg pueden localizarse tanto en cromosoma como en plasmidos y/o integrones en
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especies con implicacién clinica como P. aeruginosa, K. pneumoniae o A. baumannii (Bush &

Jacoby, 2010; Drawz & Bonomo, 2010; Poole, 2004).

Como resumen, podemos decir que la resistencia a antibiéticos beta-lactdmicos esta
incrementandose de manera alarmante, en gran parte debido a la dispersidn horizontal de los
genes que median esta resistencia que se localizan en plasmidos, integrones y transposones
que facilitan su movilizacion y dispersion entre bacterias de diferentes especies (Bush &

Jacoby, 2010; Canton et al., 2012).

3.4.- Mecanismos de resistencia a quinolonas.

Estructura quimica y clasificacion de las quinolonas.

Las quinolonas son un grupo de antibidticos sintéticos caracterizados por una
estructura biciclica hetero-aromdtica, constituida por un nudcleo piridona beta-acido
carboxilico y un anillo aromatico. El 4cido nalidixico, primera quinolona sintetizada en el afio
1962 (Lesher et al., 1962), representa al grupo de las 4-quinolonas. Pese a su potente
actividad, su uso clinico estaba limitado a infecciones del tracto urinario y finalmente fue
relegada a un segundo plano con la sintesis de las fluoroquinolonas, derivados 6-fluoro y 7-
piperazinil, que aumentan la potencia y el espectro de accién (Alés, 2003; Mella et al., 2000;
Poirel et al., 2012). Destacan las fluoroquinolonas que en la posicién 7 poseen un grupo
piperacinico (norfloxacina, ciprofloxacina) o un grupo metil-piperacinico (ofloxacina,
levofloxacina). Recientemente se ha desarrollado un nuevo grupo de quinolonas (quinolonas
de cuarta generacion) caracterizadas por la ausencia del dtomo de flior en la posicion 6,
caracteristico de las fluoroquinolonas. Estos compuestos, entre los que destaca el
garenoxacino como representante, han sido denominados quinolonas no fluoradas y su
espectro de accién se extiende a bacterias tanto Gram-positivas, como Gram-negativas vy
anaerobias (Morosini et al., 2003; Rodriguez-Martinez et al., 2011). En la Figura 10, se observa
la estructura de las quinolonas mads conocidas. Las quinolonas pueden clasificarse en

generaciones (Mella et al., 2000; Rodriguez-Martinez et al., 2011):

De primera generacién (Q1G): acido nalidixico, acido pipemidico, acido oxolinico,

acido piromidico, cinoxacino y flumequino. Actualmente son poco usadas ya que pese a que
son activas frente a enterobacterias, son practicamente inactivas frente a bacterias Gram-
positivas, patdgenos atipicos y bacterias anaerobias. Su farmaco-cinética no es muy buena y

sélo son usadas para el tratamiento de infecciones urinarias.
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Figura 10.- Estructura de algunas quinolonas y fluoroquinolonas representativas (Cattoir & Nordmann,
2009).

De segunda generacion (Q2G): norfloxacina, pefloxacina, ciprofloxacina, ofloxacina,

enoxacina, lomefloxacina, fleroxacina, amifloxacina y temafloxacina. Estas quinolonas
incorporan un atomo de fldor en la posicion 6 y por ello se llaman fluoroquinolonas. Se
caracterizan también por el sustituyente piperazina o metil-piperazina en la posiciéon 7.
Presentan mayor actividad frente a Gram negativos, incluida Pseudomonas aeruginosa, son
activas frente a algun patdgeno atipico pero tienen actividad moderada frente Gram-
positivos. Su actividad es minima frente a microorganismos anaerobios. Suelen ser usadas en

el tratamiento en infecciones sistémicas.

De tercera generacion (Q3G): Esparfloxacina, levofloxacina, tosufloxacina,

gatifloxacina, pazufloxacina, grepafloxacina. Se caracterizan por la presencia de grupos

aminados en la posicidn 7, siendo importantes por su frecuencia y originalidad la presencia de
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aminopirrolidinas y grupos azabiciclo, junto con la presencia de sustituciones en los carbonos

5y 8. Su actividad es mas fuerte sobre Gram positivos como Streptococcus y Staphylococcus.

De cuarta generacion (Q4G): garenoxacino, trovafloxacina, clinafloxacina,

sitafloxacina, gemifloxacina, moxifloxacina. Son las denominadas quinolonas des-fluoradas

gue presentan actividad anti-anaerobia lo que amplia su espectro de accidn.

Mecanismo de accion de las quinolonas.

El mecanismo de accién de las quinolonas es bastante complejo. De manera sencilla,
podriamos decir que las quinolonas inhiben la sintesis del DNA. Una vez que han penetrado en
el interior de la bacteria, éstas interaccionan con el complejo formado entre el DNA
cromosdmico bacteriano y la topoisomerasa Il que estd actuando en el proceso de replicacion.
Las topoisomerasas |l implicadas en este proceso son la DNA-girasa o la topoisomerasa IV que
controlan la topologia del DNA cromosémico, facilitando la replicacién, recombinacién vy

expresion del mismo (Hawkey, 2003).

La DNA-girasa es una topoisomerasa Il que posee la funcion de mantener un nivel de
enrollamiento del DNA que facilite el movimiento hacia los complejos que se forman en la
replicacion y la transcripcién. También libera enrollamientos negativos en un proceso
dependiente de ATP. Es un tetrdmero que posee cuatro subunidades, denominadas GyrA (dos
subunidades) y GyrB (dos subunidades) y codificadas por los genes gyrA y gyrB. Esta enzima es

la diana primaria de las quinolonas en bacterias Gram-negativas (Hawkey, 2003).

La topoisomerasa IV es la diana primaria en bacterias Gram-positivas; al igual que la
DNA-girasa posee cuatro subunidades, dos ParC y dos ParE. Su funcidn es separar las hebras
de DNA tras cada replicacion, aunque también se detecta que posee una actividad relajante

sobre la cadena de DNA (Hawkey, 2003).

Se ha observado que la secuencia aminoacidica de las subunidades GyrA y GyrB es
homdloga a la secuencia de las subunidades ParC y ParE, respectivamente; sobre todo en la
region denominada QRDR (Quinolone Resistance-Determining Region, regidon determinante
de resistencia a quinolonas). Esta similitud explicaria el porqué las quinolonas son de inhibir

ambas enzimas.

El mecanismo de accién de las quinolonas sobre estas dos enzimas tiene un paso

importante, que es la formacion de un complejo quinolona-enzima-DNA. Este proceso ocurre
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cuando la enzima ya ha producido extremos libres en el DNA, con lo que la unién de la
quinolona estabiliza un complejo que supone una barrera fisica para el movimiento de la
horquilla de replicacién, la RNA-polimerasa y la DNA-helicasa (Figura 11). Por tanto, se
bloquea la sintesis del DNA vy el crecimiento celular, responsable de la accidn bacteriostatica
de las quinolonas. Se postula un mecanismo similar en el bloqueo de la topoisomerasa IV, ya

gue este mecanismo no es conocido (Alds, 2003; Hawkey, 2003; Rodriguez-Martinez, 2005).
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Figura 12.- llustracion esquemadtica del ciclo de superenrollamiento de la DNA-girasa, donde se muestra

el punto de accidn de las quinolonas (Hawkey, 2003).

(a)

s,
Mofg,. %
cuy,
3/
R (o] D/V,q
Re COOH
-~ R;
Uni6na - R,
topoisomerasas R, 55
y afecta al ° Ry =1
espectro de N— <
id niona las
accion .
topoisomerasas Subunidad

GyrA

Figura 11.- (a) Esquema de la molécula de quinolona genérica con las posiciones de anclaje para el
bloqueo de las topoisomerasas de tipo Il, y (b) esquema del complejo topoisomerasa-DNA-quinolona

(derecha).

En la figura (Figura 12-a) se observa la estructura quimica de una molécula de

quinolona general, donde estdn marcadas las regiones de unién al DNA y de unién a la
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topoisomerasa Il. En la parte derecha, en un corte transversal, se representan las subunidades
de la topoisomerasa DNA-girasa y el DNA. Este complejo es bloqueado por el anclaje de la
molécula de quinolona en las dos posiciones aminoacidicas marcadas de la subunidad GyrA 'y

también a la hebra de DNA.

Resistencia a quinolonas.

Las quinolonas y fluoroquinolonas son antibiéticos usados para el tratamiento de
salmonelosis invasiva y sistémica. Aunque probablemente el uso en el dmbito clinico ha
contribuido a la emergencia de cepas resistentes a quinolonas, no debemos olvidar que
existen estudios realizados sobre poblaciones no sometidas a presidon antibidtica
(comunidades indigenas en la selva amazdnica) en donde se han encontrado tasas de
resistencia de hasta un 50% para acido nalidixico y un 23% para ciprofloxacina (Pallecchi et al.,

2012).

En muchas ocasiones la resistencia a este tipo de antibidtico viene acompafiada por
multirresistencia a otro gran nimero de antibidticos. Aun asi, la resistencia a fluoroquinolonas
en el género Salmonella es relativamente poco frecuente comparado con su tasa de incidencia
en otras enterobacterias. Esto sugiere la posibilidad de que el coste energético que le supone
esta resistencia a Salmonella limita su apariciéon (Giraud et al.,, 2006). Sin embargo, la
emergencia y dispersion de cepas de S. enterica resistentes a fluoroquinolonas comenzd a
observarse a principios de los afios noventa con la emergencia en Europa de un clon de S.
Typhimurium DT204, que fue seguido por su dispersidén a varios serotipos, como Choleraesuis

o Schwarzengrund (Giraud et al., 2006; Michael et al., 2006).

La resistencia a fluoroquinolonas que podemos observar es el punto final de una
acumulacién de varios mecanismos bioquimicos cooperativos que resultan de la acumulacién
de varios eventos genéticos. Los mecanismos de resistencia a quinolonas incluyen tanto
mecanismos cromosémicos (mutaciones en las topoisomerasas diana, expulsién activa del
antibidtico del interior celular, disminucién de la permeabilidad de la membrana) como
mecanismos plasmidicos (proteccion de las topoisomerasas diana por proteinas Qnr,
modificacion enzimdtica del antibidtico y expulsion activa del mismo) (Giraud et al., 2006;

Hawkey, 2003).
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Mecanismos cromosdmicos.

Mutaciones asociadas a las topoisomerasas diana de las quinolonas vy

fluoroquinolonas. En bacterias Gram-negativas, las mutaciones aparecen en la regidon

determinante de resistencia a quinolonas (QRDR) de la subunidad GyrA (gen gyrA),
correspondiente al extremo amino-terminal (aminodcidos 67-106) de la proteina. Los cambios
aminoacidicos mas frecuentes son la sustitucién de Ser83->Tyr, Phe, Ala y Asp87->Asn, Gly,
Tyr, Lys (lugares de anclaje del antibidtico, tal y como se muestra en la Figura 11-b). Tanto las
mutaciones sencillas como combinaciones de las mismas provocan diferentes niveles de
sensibilidad reducida a quinolonas y fluoroquinolonas. Las mutaciones en el gen gyrB, que
codifica la subunidad B de la girasa han sido descritas en menor frecuencia (Giraud et al.,

2006).

Tanto en E. coli como Salmonella y otras bacterias Gram negativas, la diana secundaria
es la topoisomerasa |V, codificada por los genes parC y parE. Se ha observado que no
aparecen mutaciones en esta diana si previamente no esta mutado el gen gyrA. Los residuos
susceptibles de cambios aminoacidicos en ParC son Ser80 y Glu84; mientras que puede

encontrarse el residuo Ser458 mutado en parE (Giraud et al., 2006).

Las mutaciones en las dianas de las quinolonas actian con un efecto aditivo, asi por
ejemplo en E. coli (Sdenz et al., 2003) se ha demostrado que las cepas con fenotipo de
sensibilidad a acido nalidixico no presentan generalmente ningin cambio aminoacidico en
GyrA o ParC. Sin embargo, las mutaciones sucesivas en GyrA y ParC crean un efecto aditivo,
gue en ausencia de otros mecanismos de resistencia, dan los valores aproximados de CMI a

ciprofloxacina observados en la Figura 13.

CMICIP (mg/L)

2 GyrA

2 ParC \
2 GyrA
/ 1ParC

1 GyrA Figura 13.- Efecto de las mutaciones en las
1ParC proteinas GyrA y ParC sobre la CMI de
0.03-0.5 1 GyrA ciprofloxacina en cepas de E. coli (Saenz et al.,

/ 2003).

wild <0.015
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Por si mismas, estas mutaciones no lograban explicar que cepas que presentaban
idénticas mutaciones en sus genes de topoisomerasa Il mostraran distinto fenotipo de
resistencia a quinolonas, por lo que se sospechd que podian existir otros mecanismos

adicionales.

Pérdida de porinas o expresion de porinas alteradas estructuralmente. Las quinolonas

son capaces de entrar en el interior celular por dos mecanismos: difusion a través de la bicapa
lipidica o bien, entrada a través de un canal proteico (porina). La difusion eficaz a través de la
bicapa lipidica depende del grado de hidrofobicidad que las quinolonas presenten,
favoreciéndose la entrada de aquellas con altos niveles de hidrofobicidad (Chapman &
Georgopapadakou, 1988). Por otra parte, la alteracién en las porinas puede deberse a
mutaciones, delecciones o inserciones que causan la inactivacidn de sus genes codificantes o

mutaciones en los genes reguladores de éstas (Rodriguez-Martinez et al., 2011).

Sobreexpresion de sistemas de expulsion activa. Bombas de eflujo. Los sistemas de

expulsion activa o bombas de eflujo, cuya principal funcién es la eliminacién de compuestos
toxicos y metabolitos secundarios producidos por la propia bacteria, son capaces también de
eliminar antibidticos como las quinolonas provocando una resistencia intrinseca de bajo nivel
en la mayoria de los microorganismos (Rodriguez-Martinez et al., 2011). La sobreexpresién de
estos sistemas, normalmente determinado por mutaciones en los genes reguladores (mar o
sox) (Giraud et al., 2006; Wang et al., 2001) ha sido en ocasiones relacionado con una
disminucién en la expresién de porinas, de manera que se alcanza un efecto sinérgico
apreciable ocasionando mayores niveles de resistencia (Cohen et al., 1989; Rodriguez-
Martinez et al., 2011). Las bombas de eflujo AcrAB y AcrEF, ambas pertenecientes a la familia
de bombas RND -Resistant Nodulation Division- y codificadas en cromosoma, son las que se
han relacionado mds con este tipo de resistencia, aunque la magnitud en la variacién de la
CMI a los antibidticos, que refleja la eficiencia de estas bombas, es dependiente de la

fluoroquinolona utilizada (Giraud et al., 2006).

Mecanismos plasmidicos.

Los mecanismos plasmidicos de resistencia a quinolonas o PMQR (Plasmid Mediated
Quinolone Resistance) fueron descubiertos a finales de los afios noventa con la descripcion
del primer gen de tipo gnr (Martinez-Martinez et al., 1998). A partir de este momento, fueron
describiéndose nuevas variantes alélicas de estos genes; asi como otros mecanismos cuya

dispersion estaba mediada por plasmidos (Jacoby et al., 2008; Strahilevitz et al., 2009). Hasta
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la fecha, han sido identificados varios mecanismos de tipo PMQR: proteinas Qnr, la enzima
aminoglucésido acetiltransferasa AAC(6’)-lb-cr y las bombas de eflujo QepA y OgxAB (Poirel et
al., 2012; Rodriguez-Martinez et al., 2011). Actualmente y debido a la deteccién de algunos de
ellos asociados a cromosoma (Ruiz et al., 2012a), estos mecanismos han adquirido el nombre
de “mecanismos transferibles de resistencia a quinolonas” o TMQR (Transferable Mechanism

of Quinolone Resistance) (Ruiz et al., 2012a; Ruiz et al., 2012b).

Proteinas de tipo Qnr. Las proteinas de este tipo actian como protectoras de la diana

de las quinolonas, las topoisomerasas Il. Los genes gnr codifican una proteina de 218
aminodcidos que se caracteriza por una serie de repeticiones tandem de 5 aminoacidos. Se
observa que existe un motivo semiconservado [(Ser, Thr, Ala o Val), (Asp o Asn), (Leu o Phe),
(Ser, Thr o Arg) y (Gly)]. Hasta el momento se conocen cinco grandes grupos de proteinas Qnr,
agrupadas como QnrA (219 aa), QnrB (214 aa), QnrC (221 aa), QnrD (214 aa) y QnrS (218 aa),
en funcién de su secuencia aminoacidica. Ademas, dentro de cada grupo de proteinas, existen
distintos alelos de cada gen gnr, que difieren en dos 0 mas aminoacidos (Martinez-Martinez et

al., 2008; Rodriguez-Martinez et al., 2011; Strahilevitz et al., 2009).

La nomenclatura de los genes gnr (Jacoby et al., 2008) esta recogida en la pagina web
http://www.lahey.org/qnrStudies, donde aparecen todas las variantes descritas hasta el
momento. Hasta la fecha existen 61 variantes de QnrB, 8 variantes de QnrS, 7 variantes de
QnrA, una variante de QnrC y una variante de QnrD, aunque estos datos varian dia a dia con la
incorporaciéon de nuevas secuencias aminoacidicas. Las proteinas QnrB1, QnrC1, QnrD1 vy
QnrS1 comparten un 40, 60, 47 y 59% de identidad con la proteina QnrAl, respectivamente
(Poirel et al., 2012; Rodriguez-Martinez et al., 2011).

Tras el estudio de varias especies Gram-negativas presentes tanto en el ambito clinico
como en el medio ambiente, pertenecientes a la familia de las enterobacterias, o a los
géneros Aeromonas, Pseudomonas, Xantomonas, Moraxella y Shewanella, hay autores que
establecen el origen de los genes plasmidicos de tipo gnr en el cromosoma de muchas de
estas especies, que han podido actuar como reservorio bacteriano (Poirel et al., 2012;
Rodriguez-Martinez et al., 2011). Entre ellas destacan genes de tipo gnrA en Shewanella algae
(Poirel et al., 2005), gnrB en Citrobacter spp. (Jacoby et al., 2011), gnrS en Vibrio spp. (Cattoir
et al., 2007; Poirel et al., 2005) o genes denominados como Smagnr/Smgnr en Serratia
marcescens y Stenotrophomonas maltophilia, respectivamente (Sanchez & Martinez, 2010;
Velasco et al., 2010). Ademads de la presencia en estas especies bacterianas, las proteinas

pentapeptidicas de tipo Qnr han sido identificadas en el cromosoma de bacterias Gram-
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positivas como Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium, Listeria monocytogenes,
Clostridium perfringens, Clostridium difficile, Bacillus cereus y Bacillus subtilis (Martinez-

Martinez et al., 2008; Poirel et al., 2012; Rodriguez-Martinez et al., 2011).

Aungue no se sabe exactamente la funcion de estos genes, se ha postulado que las
proteinas codificadas puedan actuar como una antitoxina, protegiendo la DNA-girasa y la
topoisomerasa IV de algunas toxinas naturales, tales como las correspondientes a los sistemas
de adicién, CcdB o ParE, presentes en plasmidos ampliamente diseminados (Ellington &
Woodford, 2006; Rodriguez-Martinez et al., 2011; Strahilevitz et al., 2009). Por otra parte, los
alelos plasmidicos de gnrB albergan lugares de unidon a la proteina LexA, involucrada en la
respuesta SOS bacteriana, sugiriendo que QnrB posee una funcion de proteccién de la
bacteria de aquellas agresiones naturales que pueden dafiar el DNA (Rodriguez-Martinez et
al., 2011; Wang et al., 2009). Lo que si queda claro es que los genes gnr se han encontrado
circulando en distintos ambientes, especialmente asociados al medio acudtico, y que una
presion selectiva de las quinolonas ha podido provocar que entren en circulacién facilitados
por los elementos genéticos méviles (Martinez-Martinez et al., 2008; Rodriguez-Martinez et

al., 2011).

La adquisicion de genes gnr por si solo no provoca el paso de la bacteria desde un
nivel de sensibilidad a fluoroquinolonas hasta niveles de resistencia recogidos por los puntos
de corte del CLSI. Los experimentos que se han llevado a cabo comparando la CMI de
bacterias “wild type” y bacterias que han adquirido estos genes deja patente que para llegar a
niveles altos de resistencia a quinolonas es necesaria la coexistencia de mecanismos
adicionales. Es dificil establecer cobmo afecta directamente un gen gnr a la resistencia a
fluoroquinolonas, ya que también afecta el nUmero de copias del gen y su nivel de expresion
transcripcional; sin olvidar que hay que tener en cuenta los mecanismos adicionales de
resistencia que puedan existir. De modo general, se puede decir que la Unica presencia de un
gen gnr en una bacteria provoca un incremento en 16-125 veces en la CMI de casi todas las
fluoroquinolonas, mientras que afecta en menor medida (16-32 veces) al acido nalidixico.
Estos genes permiten sobrevivir a una bacteria con una resistencia de bajo nivel a quinolonas
el tiempo suficiente para imponerse durante el tratamiento con fluoroquinolonas, de forma
gue ayudan a seleccionar mutantes que puedan desarrollar niveles mas altos de resistencia a
este tipo de antibidticos (Martinez-Martinez et al., 2008; Rodriguez-Martinez et al., 2011;
Strahilevitz et al., 2009).
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Los genes gnr pueden estan vehiculizados en pldsmidos que poseen una amplia
variedad de tamafios (7-320 kb) y que en la mayoria de los casos portan multiples
determinantes de resistencia a beta-lactamicos, aminoglucdsidos, cloranfenicol, tetraciclinas,
sulfamidas, trimetoprim y rifampicina. Estos genes estan asociados en muchos casos a
integrones, incluso en el caso de gnrA1 asociado a integrones de tipo sull complejos con la
region 3’-conservada duplicada; secuencias de insercion (en el caso de genes de tipo gnrB o
gnrS) y acompafiados por genes que codifican beta-lactamasas de tipo AmpC, CTX-M, SHV,

etc. (Poirel et al., 2012; Rodriguez-Martinez et al., 2011; Strahilevitz et al., 2009).

Enzima _aminoglucésido  acetiltransferasa  AAC(6°)-Ib-cr. Tras los primeros

descubrimientos de los genes gnr, algunos investigadores se preguntaron por qué los niveles
de resistencia a fluoroquinolonas eran tan distintos cuando se transferian plasmidos
portadores de genes gnr. Estos fueron los primeros pasos en el descubrimiento de la variante
“_cr” de la acetiltransferasa AAC(6’)-lb. Por si misma, esta enzima confiere resistencia a
kanamicina, amikacina y tobramicina; pero cuando el gen codificante posee las modificaciones
aminoacidicas Trpl02Arg y Aspl79Tyr, se define la variante AAC(6’)-lb-cr, que confiere
resistencia adicional a ciprofloxacina y norfloxacina (aumento en 2-4 veces en la CMI). Dado
gue su modo de accion es la N-acetilacién del nitrogeno amino del sustituyente piperazilina
(Figura 14), no afecta a otros antibidticos de la familia como acido nalidixico, levofloxacina,

moxifloxacina u ofloxacina (Poirel et al., 2012; Robicsek et al., 2006).
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Figura 14.- Estructura de la ciprofloxacina y posicidon de actuacidn de la enzima acetiltransferasa mutada.

A la derecha, estructura de levofloxacina, donde la enzima no puede actuar.

El gen de resistencia aac(6’)-lb-cr ha sido identificado como casete génico formando
parte de integrones de tipo 1 (Cattoir & Nordmann, 2009; Partridge et al., 2009), asociado a
transposones de tipo Tn1331 o derivados (Ramirez & Tolmasky, 2010), asi como a genes de
resistencia a beta-lactamicos (blacrx.m-1s, blaoxa-1, blatem1) 0 genes de resistencia a quinolonas
(gnrA, gnrB, gnrS, gepA) (Martinez-Martinez et al., 2008; Strahilevitz et al., 2009). Los distintos

entornos genéticos, asi como las diferentes longitudes de su extremo N-terminal descritas
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para este gen pueden ser la consecuencia directa de su alta movilidad, aunque en todos los
casos esta flexibilidad estructural no ha afectado a su funcidn y dispersion (Casin et al., 1998;
Partridge et al., 2009; Ramirez & Tolmasky, 2010). Los estudios llevados a cabo hasta ahora
parecen demostrar la localizacion plasmidica de este gen; sin embargo un reciente estudio
(Ruiz et al., 2012a) demuestra la co-localizacion de este gen tanto en plasmidos como en

cromosoma en cepas de E. coli, Klebsiella pneumoniae y K. oxytoca aisladas en Espafia.

Bombas de eflujo: QepA y OgxAB. La bomba QepA fue descubierta en Japdn en 2002

en una cepa de E. coli, esta constituida por 511 aminodcidos y pertenece a la familia de las
bombas de tipo MFS. Hasta el momento se han descubierto dos variantes que difieren en dos
sustituciones aminoacidicas: QepAl y QepA2, codificadas por los genes gepAl y gepA2,
respectivamente. Estas bombas de eflujo causan un incremento moderado (5 diluciones
aproximadamente) en la CMI de norfloxacina y ciprofloxacina, pero no afectan a la actividad
de las fluoroquinolonas menos hidrofilicas como la pefloxacina, esparfloxacina, gatifloxacina,
levofloxacina y moxifloxacina; ni al acido nalidixico por su naturaleza hidrofébica. Se han
descrito varios plasmidos donde se localizan estos genes y se puede decir que en algunos
casos su presencia viene asociada a un perfil de multiresistencia a aminoglucdsidos,
fluoroquinolonas y beta-lactdmicos de amplio espectro (Martinez-Martinez et al., 2008; Poirel

et al., 2012; Strahilevitz et al., 2009).

La bomba de eflujo OqxAB fue descubierta en 2003 en una cepa de E. coli resistente a
olaquindox, un antibidtico utilizado como promotor de crecimiento en usos agricolas.
Pertenece a la familia de las bombas de tipo RND y confiere resistencia también a otros
antibiéticos, como el cloranfenicol. Afecta a la CMI del acido nalidixico y de la ciprofloxacina
en 8 y 16 diluciones, respectivamente. El gen ogxAB es intrinseco de Klebsiella pneumoniae,
donde estd presente en el cromosoma (Martinez-Martinez et al., 2008; Poirel et al., 2012;

Strahilevitz et al., 2009).

Se puede decir, que como regla general, el fenotipo de resistencia no nos permite
diferenciar entre mecanismos de resistencia mediados por plasmidos (PMQR) y otro tipo de
mecanismos. Los mecanismos PMQR confieren un nivel de resistencia a quinolonas por
debajo del punto de corte establecido tradicionalmente como resistente por el CLSI. Sin
embargo, tanto la edicién 2012 de CLSI como la edicién 2013 de EUCAST han disminuido el
punto de corte de sensibilidad para ciprofloxacina a un valor de CMI <1 mg/L y <0.5 mg/L,
respectivamente, para aquellas Salmonella intestinales; mientras que la edicion 2013 de CLSI

plantea reducir este valor hasta <0.06 mg/L para todos los tipos de Salmonella (Humphries et
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al., 2012). Todas esta modificaciones son un intento para evitar la emergencia de bacterias
con alto nivel de resistencia a fluoroquinolonas y los posibles fallos terapéuticos derivados,
especialmente en aquellos casos de salmonelosis tifoideas y de diseminacion extraintestinal
(Leclercq et al., 2011; Humphries et al., 2012). El fenotipo de bajo nivel de resistencia a acido
nalidixico y sensibilidad disminuida a ciprofloxacina observada en cepas gnr-positivas ni es
sensible ni especifica; por lo tanto la determinacion de estos genes debe hacerse por
amplificacion mediante PCR y posterior secuenciacion para determinar qué alelo tenemos del
gen. En el caso de diferenciar el gen aac(6’)-Ib de su variante mutado, dado que la diferencia
son tan solo dos mutaciones nucleotidicas, es necesario realizar secuenciacién (Rodriguez-

Martinez et al., 2011; Strahilevitz et al., 2009).

3.5.- Mecanismos de resistencia a otros antibidticos.

Resistencia a aminoglucosidos.

Los aminoglucdsidos son un grupo de antibidticos descubierto a principios de los afios
cuarenta a partir del microorganismo Streptomyces griseus, que da nombre a uno de los
aminoglucésidos mas conocidos: la estreptomicina. Posteriormente, se lograron caracterizar
mas compuestos de este tipo como la neomicina, kanamicina o gentamicina. Todos ellos
derivan de varias especies de Streptomyces o Micromonospora, aunque actualmente existen
en el mercado antibidticos aminoglucdsidos semi-sintéticos, como la netilmicina y la
amikacina. Su mecanismo de accién es bactericida y pasa por la inhibicién de la sintesis
proteica (por su fijacion a la subunidad 30S del ribosoma bacteriano), lo que afecta
directamente a la integridad de la membrana celular bacteriana, creando porosidades en ésta

(Ramirez & Tolmasky, 2010; van Hoek et al., 2011).

Aunque los mecanismos de resistencia adquiridos frente a los antibidticos
aminoglucésidos son variados; el mecanismo mds comun tanto en bacterias Gram-positivas
como Gram-negativas son las enzimas capaces de modificar los grupos amino o hidroxilo de la
molécula de antibiético, bloqueando de esta manera su actividad antibacteriana. Se conocen
tres tipos de enzimas modificadoras de aminoglucésidos: O-fosfotransferasas [APHs, genes
aphA, strA, strB], N-acetiltransferasas [ACCs, genes aac(3), aac(6’)] y O- adeniltransferasas
[ANTs, genes aadA, aadB o también denominados como ant]. Cada familia se subdivide en
clases en funcién de su sitio de modificacion, que estd indicado entre paréntesis. A
continuacién, mediante nimeros romanos se especifica el tipo de enzima asociado a un

fenotipo de resistencia y, finalmente, mediante letras mindsculas se designan los diferentes
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genes (Michael et al., 2006; Shaw et al., 1993; van Hoek et al., 2011). En la Tabla 4 pueden

observarse los fenotipos de resistencia asociados a enzimas modificantes de aminoglucésidos.

Tabla 4.- Fenotipos de resistencia asociados a enzimas modificantes de aminoglucésidos (Martinez-

Martinez & Ruiz de Alegria, 2009).

Fenotipo de resistencia Enzima modificante
STR APH(3")

GEN AAC(3)-1

KAN, AMK APH(3')-IV

STR, SPT ANT(3")

KAN, NEO APH(3’)-1, APH(3')-Il
KAN, TOB, AMK ANT(4’)-1l

KAN, GEN, TOB ANT(2”)-1

KAN, GEN, TOB, NET AAC(3)-Il, AAC(3)-IV
KAN, TOB, AMK, NET AAC(6')-I

GEN, TOB, NET, NEO AAC(2')

STR: estreptomicina, GEN: gentamicina, KAN: kanamicina, AMK: amikacina, SPT: espectinomicina, TOB: tobramicina, NET:

netilmicina, NEO: neomicina.

Otros mecanismos de resistencia a aminoglucésidos estdan ocasionados por la
disminuciéon de la concentracidon celular mediada por bombas de expulsién activa, la
disminuciéon de la permeabilidad de la membrana, alteraciones ribosomales (mediante
mutaciones en las proteinas ribosomales o en la subunidad 16S del RNAr) o la metilacién del
sitio de unién del antibidtico al ribosoma mediado por enzimas metilasas. Estas enzimas, que
producen un alto nivel de resistencia y estdn codificadas por los genes armA, npmA, rmtA,
rmtB, rmtC o rmtD, estdn siendo ampliamente estudiadas por su facilidad de dispersion

mediante plasmidos de resistencia (van Hoek et al., 2011).

Resistencia a fenicoles/cloranfenicoles.

El cloranfenicol fue obtenido por primera vez a partir de la bacteria del suelo
Streptomyces venezuelae y aunque posteriormente se ha logrado obtener de otras especies
de Streptomyces, actualmente se produce por sintesis. Los cloranfenicoles poseen una alta
especificidad y actian como potentes inhibidores de la sintesis proteica debido a su afinidad y
bloqueo de la peptidiltransferasa de la subunidad 50S ribosomal, interfiriendo de esta forma
en la elongacién de las cadenas peptidicas. Los fenicoles son derivados fluorados que
mantienen el amplio espectro de accidon tanto en bacterias Gram-positivas como Gram-
negativas, aerobias como anaerobias; sin embargo, la alta toxicidad de

fenicoles/cloranfenicoles limita su uso (Shaw, 1984; van Hoek et al., 2011).
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Entre los mecanismos de resistencia a este grupo de antibidticos encontramos la
inactivacion enzimdtica y la expulsién activa mediante bombas de eflujo. La inactivacion
enzimatica se da gracias a las enzimas denominadas “Cloranfenicol Acetil Transferasas, CAT”".
Se han encontrado dos tipos diferentes de proteinas CatA (genes catAl, catA2) y distintos
tipos de proteinas CatB (catB2, catB3 y catB8) en Salmonella. Por otra parte, también existen
proteinas que actian como transportadores que median en la expulsion de cloranfenicol y
florfenicol de la célula, como son las proteinas Cml y Flo. En Salmonella encontramos los
genes cmlA, responsables de codificar la proteina mediadora de la expulsién de cloranfenicol,
y floR, gen responsable de mediar la expulsiéon de cloranfenicol y florfenicol (Michael et al.,

2006; van Hoek et al., 2011).

Resistencia a tetraciclina.

Las tetraciclinas fueron descubiertas en distintas especies de Streptomyces,
comenzando por Streptomyces aureofacines aunque actualmente disponemos de productos
semi-sintéticos como doxiciclina, minociclina o tigeciclina (Chopra, 1994; Chopra & Roberts,
2001; Vicente & Pérez-Trallero, 2010). Las tetraciclinas fueron los primeros compuestos donde
se pudo aplicar el término “amplio espectro”. Debido a esto, a su relativa baja toxicidad y su
bajo coste las tetraciclinas han sido utilizadas en todo el mundo y han destacado en segunda
posicién del ranking mundial de consumo de antibidticos, después de las penicilinas (Chopra

& Roberts, 2001; van Hoek et al., 2011).

Aunque inicialmente se pensd que las tetraciclinas y sus derivados actuaban solo
inhibiendo el crecimiento bacteriano mediante su interaccién con el ribosoma y bloqueo de la
sintesis proteica (tetraciclinas denominadas “tipicas”, como chlortetraciclina, doxiciclina,
minocicilna y tetraciclina); se ha sugerido un modo de accion adicional. Algunos derivados de
tetraciclina, denominadas “atipicas” (anhidrotetracilina y 6-thiotetraciclina) se muestran como
inhibidores pobres de la sintesis proteica por su baja afinidad al ribosoma. En su lugar, estas
tetraciclinas actuan interaccionando con la membrana bacteriana (Chopra, 1994; Roberts,

2002; van Hoek et al., 2011).

El principal mecanismo de resistencia a tetraciclinas son las bombas de expulsion
activa del antibidtico al exterior de la bacteria. Se han descrito mds de 40 genes diferentes
relacionados con la resistencia a este tipo de antibidticos, aunque tan sélo cinco de ellos han
sido encontrados en Salmonella: tet(A), tet(B), tet(C), tet(D) y tet(G). Estas bombas de

expulsién asociadas a membrana estan formadas por 12 segmentos proteicos transmembrana
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cuya funcién es la de exportar tetraciclina, oxitetraciclina, clortetraciclina y doxiciclina
(Michael et al., 2006). Cada uno de estos genes esta bajo la regulacidon de un gen represor,
gen tetR, cuya orientacidn es opuesta al gen que regula y su funcidn represora es necesaria en
condiciones de ausencia de antibidtico para evitar el dafo celular que puede provocar la

sobreexpresion de una bomba de eflujo continua (Berens & Hillen, 2003).

Resistencia a sulfamidas.

Las sulfamidas, que comenzaron a utilizarse a principios de los afos treinta,
representan los antibidticos sintéticos mas antiguos (Skold, 2001). A partir de los afios sesenta
comenzé a utilizarse la combinacion de trimetoprim y sulfametoxazol (cotrimoxazol) debido a
gue en combinacién, mostraban mayor efecto bactericida (Bean et al., 2009; van Hoek et al.,

2011).

Las sulfamidas son estructuralmente analogas al acido p-aminobenzoico (PABA),
involucrado en la ruta sintética del acido fdlico, precursor indispensable en la sintesis de bases
nitrogenadas y aminodcidos. Por tanto, las sulfonamidas compiten con el acido
paraaminobenzoico por la enzima dihidropteroato sintetasa (DHPS), llegando a su inhibicidn

(Figura 15) (Michael et al., 2006; van Hoek et al., 2011).

Dihidropteroato difosfato + PABA
Dihidropteroato sintetasa {DHPS) ®

Acido dihidropteroico ‘

Dihidrofolato sintetasa

) N
Acido dihidrofslico |

Dihidrofolato reductasa (DHFR} x

Acido tetrahidrofélico ’

Figura 15.- Metabolismo del acido tetrahidrofdlico.

A pesar de su naturaleza sintética, la resistencia a sulfamidas entre las bacterias
patégenas se detectd casi de inmediato a su introduccion en la practica clinica. La resistencia
de bajo nivel se debe a mutaciones localizadas en el gen folP, gen codificante de la enzima
DHPS (Skold, 2001; van Hoek et al., 2011). En cuanto a la resistencia adquirida a sulfamidas,
en Salmonella se conocen tres tipos de genes de resistencia a sulfamidas: sull, sul2 y sul3, que

codifican la forma resistente de la enzima DHPS (Michael et al., 2006). El gen sull forma parte
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del segmento 3’ conservado de los integrones de clase 1, por lo que se encuentra
ampliamente distribuido en bacterias Gram-negativas; mientras que el gen sul2 se encuentra
muy relacionado con los genes strA y strB de resistencia a aminoglucésidos (Bean et al., 2009).
Se ha identificado el gen sul3 en cepas de E. coli (Perreten & Boerlin, 2003), que ya ha sido
detectado en algunos serotipos de Salmonella como Agona, Brandeburg y Typhimurium

(Guerra et al., 2004).
Resistencia a trimetoprim.

El trimetoprim comenzd a comercializarse en los afios sesenta vy, al igual para las
sulfamidas, se trata de un antibiotico sintético. Su mecanismo de accidn se basa en inhibir la
enzima dihidrofolato reductasa (DHFR), que actlda en la ultima etapa del metabolismo del

acido tetrahidrofélico (Figura 15) (Michael et al., 2006; van Hoek et al., 2011).

Se han observado niveles basales de resistencia a trimetoprim debido a variantes
cromosdmicas del gen folA, codificante de la enzima DHFR (Skold, 2001; van Hoek et al.,
2011). Los altos niveles de resistencia se deben generalmente a la adquisicion de manera
horizontal de genes codificantes de una enzima dihidrofolato reductasa (Dhfr o Dfr). En base a
su estructura se dividen estas enzimas en dos tipos: DfrA y DfrB. La familia DfrA se caracteriza
por presentar una longitud de 157 aminodcidos, mientras que la familia DfrB suele presentar
78 aminoacidos. Actualmente se conocen seis familias codificadas en plasmidos, de las cuales
el grupo dfrA alberga mas de 30 genes distintos. Aunque hoy en dia no se han descrito genes
dfrB en Salmonella, que es una familia reducida a ocho genes hasta el momento (Partridge et
al., 2009), han sido secuenciados un total de 13 genes diferentes de dfrA en distintos
serotipos. La mayor parte de ellos se encuentran localizados en integrones de clase 1 o clase
2, siendo dfrAl, dfrA12 y dfrA17 los mas frecuentes (Michael et al., 2006; Partridge et al.,
2009; van Hoek et al., 2011).

4.- ELEMENTOS DE LA DISEMINACION HORIZONTAL DE LA

RESISTENCIA.

La resistencia de las bacterias a los antibiéticos puede ser tipo intrinseca o adquirida.

La resistencia intrinseca es aquella que presentan las poblaciones bacterianas de forma
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natural, asociada a genes cromosémicos, tales como los codificantes de las beta-lactamasas

AmpC inducibles o algunas bombas de eflujo.

La resistencia adquirida es aquella que presenta una poblacién bacteriana de una
manera no natural, sino como consecuencia de mutaciones en sus propios genes o tras recibir
uno o mas genes procedentes de otra bacteria resistente. Las poblaciones bacterianas pueden
adquirir determinantes de resistencia mediante un mecanismo de transferencia horizontal.
Estos mecanismos pueden ser procesos de conjugacion (plasmidos y transposones
conjugativos), transformacién (DNA desnudo cromosdmico o plasmidos) y transduccion

mediada por bacteridfagos (Alekshun & Levy, 2007; Kelly et al., 2009; van Hoek et al., 2011).

Los elementos genéticos méviles son segmentos de DNA que codifican las proteinas
necesarias para mediar el movimiento del DNA entre genomas, desempefiando un papel
importante en la evolucién de éstos. A continuacion se detallaran los elementos genéticos
mdviles implicados en los procesos de transferencia horizontal, como son los casetes génicos
e integrones, los elementos genéticos transponibles (secuencias de insercidn y transposones),
los plasmidos, los elementos integrativos y conjugativos y por ultimo, la Isla Gendmica de

resistencia (Frost et al., 2005; Kelly et al., 2009).

4.1.- Casetes génicos e integrones.

Los integrones pueden ser definidos como mecanismos naturales de captacion y
expresion de genes que carecen de promotor (denominados casetes génicos, CG), por un
mecanismo de recombinacién sitio-especifico. Estdn compuestos por tres elementos
necesarios para su funcidn de captura y expresién de los casetes génicos (Figura 16) (Cambray

et al., 2010; Cambray et al., 2011; Partridge et al., 2009):

— un gen que codifica una integrasa (intl), que pertenece a la familia de las tirosin-

recombinasas y que media en la recombinacion,

— un lugar de recombinacion sitio-especifica (attl), donde se produce la integracion de

los casetes génicos,

— y un promotor para la expresién de los genes integrados (Pc). A veces los integrones
poseen un segundo promotor mas fuerte (P2), adyacente al primero y que incrementa

el grado de expresidn y transcripcion de los casetes génicos incluidos.
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Los casetes génicos (CG) son considerados pequefios elementos mdviles, consistentes
en una pauta abierta de lectura (“open reading frame”, orf) y un lugar de recombinacién
(attC). La orf comprende la mayoria de la longitud del casete génico, carece de promotor y
codifica una funcién adaptativa. Hacia el extremo 3’ de ésta se encuentra el sitio de
recombinacidn attC, cuya secuencia y longitud varia entre los diferentes casetes génicos. Estos
casetes génicos pueden existir de manera transitoria en forma circular, pero no incluyen las
funciones necesarias para su expresién y movimiento, por lo que son captados por los

integrones (Partridge et al., 2009; Stokes & Hall, 1989).

La integracidon de los nuevos casetes génicos se produce en el lugar de recombinacion
att/ por un mecanismo de recombinacidn sitio-especifica entre una secuencia att/ y un lugar
attC del casete génico. La expresién de estos casetes génicos queda bajo el control del
promotor Pc. Varios casetes génicos pueden insertarse en tdndem en el mismo integron,
siempre en la misma orientacion, y hemos de tener en cuenta que pueden llegar a escindirse,

por una recombinacion entre sitios attC.

E- ............. } Pc
i o> P2

attC

{P --;---: Recombinacion
int

Lexh [-] W attl x attC
RecA (- &

ssDNA (+) >

Stress
(respuesta
S08)

Excision
atitC x

Region 5’-CS Regidn variable Regidn 3'-CS

Figura 16.- Modelo de incorporacidon y escision de casetes génicos de la estructura del integrén

(Cambray et al., 2011; Stalder et al., 2012).

El fragmento intl-attl estd altamente conservado en todos los integrones y se
denomina segmento conservado 5’ (5’-CS). Es la region minima necesaria para poder definir

un integréon (Cambray et al., 2011; Partridge et al., 2009).
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Aunque en un primer momento los integrones se identificaron como resultado de la
asociacion de genes de resistencia a antibidticos con elementos genéticos méviles (Stokes &
Hall, 1989); posteriormente se encontrd que estan presentes en el cromosoma de un gran
numero de especies y constituyen un importante reservorio de elementos genéticos (Cambray

et al., 2010).

Hasta la fecha se han descritos dos grandes grupos de integrones. Por un lado, los
integrones cromosomicos (Cls) han sido identificados en el genoma de varias especies
bacterianas, prestando especial atencion a los denominados superintegrones (Sls)
identificados en Vibrio spp. y Xantomonas spp. Los superintegrones albergan entre 20 a 200
casetes génicos, la mayoria de ellos de funcién desconocida (Rowe-Magnus et al., 2001;

Rowe-Magnus & Mazel, 2001; Stalder et al., 2012).

Los denominados integrones mdviles o integrones de multirresistencia (Mls) contienen
unos pocos (entre dos y ocho) casetes génicos que codifican resistencia a diversos
antibidticos. Se han descrito en un gran nimero de bacterias Gram-negativas, pero solo
esporadicamente en algunas Gram-positivas. Dentro de este grupo, y en funcién de la
secuencia aminoacidica de la proteina Intl, se han descrito cinco clases de integrones: clase 1
(intl1), clase 2 (intl2), clase 3 (intl3), clase 4 (intISXT o intl9) y clase 5 (intIHS); siendo las mas
comunes las clases 1, 2 y 3. Estos integrones maviles suelen estar asociados a transposones y
plasmidos conjugativos, de manera que su dispersion queda asegurada (Cambray et al., 2010;

Stalder et al., 2012).

Los integrones de clase 1 han sido ampliamente estudiados debido a su amplia
distribucion entre bacterias Gram-negativas de interés clinico, asociados a su vez a
transposones derivados del transposén Tn402 o de la familia Tn3 (Tn21, Tn1696), que median
en su dispersién (Stalder et al., 2012). Todos los integrones de clase 1, definidos por su
integrasa intl1, poseen la regiéon 5’ altamente conservada (5’-CS); ademas, muchos de ellos,
denominados como integrones de clase 1 “cldsicos” poseen una zona 3’ con los genes gacEAl
y sull, de resistencia a compuestos de amonio cuaternario y sulfamidas, respectivamente
(Figura 16). Esta zona se denomina segmento conservado 3’ (3’-CS) (Cambray et al., 2010;

Cambray et al., 2011; Stalder et al., 2012).

Tal y como se ha dicho, los casetes génicos carecen de promotor y se transcriben a
partir de un promotor comun, Pc (o también denominado Pant), localizado en la region

codificante de la integrasa de tipo 1 (Figura 16). Se han descrito trece variantes de promotor
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Pc de distinta fuerza en funcién de las secuencias de los hexameros -35, -10 y -10-extendida;
aunque son cuatro las variantes que predominan: PcS (promotor fuerte), PcW (promotor
débil), PcWqgn.10 (promotor que contiene las secuencias -35 y -10 del promotor de tipo PcW
con el motivo -10 TGN extendido) y PcH1 (promotor hibrido que contiene el motivo -35 como
PcW y el motivo -10 como el promotor PcS). Ademas, algunos integrones de clase 1 pueden
albergar adicionalmente un segundo promotor, denominado P2 y localizado a 90 pb debajo
del primer promotor Pc que se caracteriza por la insercidn de tres residuos de guanina G que
incrementa el espacio entre los sitios -35 y -10 hasta el espaciado éptimo de 17 pb (Guérin et
al., 2011; Jové et al., 2010; Partridge et al., 2009). La fuerza de estos promotores, y de la
combinacidon de los mismos, se correlaciona con la actividad de escision de la integrasa:
cuanto mas débil es el promotor, mayor capacidad de escisidn e incorporacién de casetes
génicos muestra la integrasa (Cambray et al., 2010; Jové et al., 2010). Hay que destacar, que el
analisis transcriptomico muestra que la posicion del casete génico en el tdndem formado
determina su expresion; asi, aquellos casetes génicos mas cercanos al promotor Pc se
expresan en mayor medida, disminuyendo el nivel de expresion al alejarse la posicidon del
promotor (Jové et al., 2010; Partridge et al., 2009). Asimismo se ha observado que algunos
casetes génicos pueden desplazarse hasta las primeras posiciones del integron tras la
exposicién a antibidticos que los seleccionan. Esta reorganizacion puede darse via una
excision-recombinacién mediada por la integrasa o bien por un proceso de recombinacion

homaloga (Partridge et al., 2009; Rowe-Magnus & Mazel, 2001).

Seguramente la presidn antibidtica ha sido determinante en la dispersién y seleccién
de los integrones. Actualmente, se han descrito genes codificantes de resistencia a varias
familias de antibidticos, tales como beta-lactdmicos, aminoglucésidos, trimetoprim,
cloranfenicol, fosfomicina, macrélidos, lincosamidas, rifampicina y quinolonas, asi como
resistencia a metales pesados dentro de integrones de este tipo (Partridge et al., 2009; Stalder

etal., 2012).

En los ultimos afios se han llevado a cabo varios estudios in vitro que demuestran que
la presion antibidtica es capaz de inducir la transcripcion de la integrasa, via respuesta SOS, y
por tanto favorecer la recombinacion de casetes génicos (Guérin et al., 2009). Tal y como se
muestra en la Figura 16, la respuesta SOS es una red de regulacidn, activada por una situacion
de stress, como puede ser el dafio al DNA debido a antibidticos como fluoroquinolonas, beta-
lactamicos, trimetoprim o aminoglucdsidos. En condiciones normales, la proteina LexA se une

a un lugar especifico (LexA box), que estd superpuesto parcialmente con el promotor de la
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integrasa Pintl1 y bloquea la transcripcidon de int/l1. De una manera sencilla, podemos decir
gue en situaciones de stress celular, donde el DNA sufre dafio, hay presencia de fragmentos
de cadena sencilla (ssDNA) que se unen a la proteina RecA, permitiendo que ésta inactive
LexA por un proceso autocatalitico. La ausencia de LexA reprimiendo la transcripcion de intl1,
activa su expresion y por tanto los fendmenos de recombinacion y escisiéon mediados por la
integrasa. Parece ser, por tanto, que la respuesta SOS, que media en gran nimero de procesos
como la activacién de factores de virulencia, transposones o islas de patogenicidad, también
estd presente en la expresion de la proteina integrasa de estos elementos genéticos moéviles, e
incluso se marcan hipoétesis en funcion de la fuerza del promotor de éstos (Cambray et al.,

2011; Guérin et al., 2009; Guérin et al., 2011).

Los integrones han sido clasificados y nombrados y se encuentran todos estos datos

disponibles en la base de datos INTEGRALL (http://integrall.bio.ua.pt/?).

4.2.- Elementos genéticos transponibles.

Los elementos genéticos transponibles son elementos genéticos maviles que poseen
la maquinaria necesaria (la enzima transposasa y las proteinas reguladoras) para poder
traslocarse desde un sitio dador a un sitio receptor dentro del propio genoma, sin necesidad
de homologia entre estas localizaciones. Estos elementos contienen genes accesorios entre

los que se encuentran genes de resistencia a antibiéticos (Roberts et al., 2008; Wagner, 2006).

Estos elementos pueden dividirse dos grandes grupos:

- secuencias de insercidn (IS): son los elementos mas sencillos, cuyo tamafio oscila entre

700 y 1000 pb. Poseen una secuencia central con informacién para la transposasa y en los

extremos secuencias repetidas de entre 10 y 40 pb en orden inverso (Figura 17).

- Transposdn compuesto (Tn): son mayores que las secuencias de insercion y contienen

un elemento de insercion (IS) en cada extremo en orden directo o inverso y una region central
gue puede contener informacidn, como genes de resistencia a antibidticos. Su tamafo oscila

entre 2-50 kb (Figura 17).

Existe un gran numero de tipos de transposones o familias, asi como de secuencias de

insercidn que se recogen en la base de datos ISFinder (www-is.biotoul.fr).

La transposicién puede darse mediante dos mecanismos. Un mecanismo denominado

transposicidon conservativa, en el cual el transposén sale de un lugar del genoma que queda
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vacio y se incorpora a su nueva localizacién, sin incremento en el nUmero de copias de este

transposon en la célula. Por otra parte, el mecanismo de transposicién replicativa, implica

que el transposén queda en su lugar de origen y mediante un mecanismo de replicacién-
recombinacidn aparece una nueva copia del mismo en otro lugar del genoma bacteriano. De
este modo, aumenta el nimero de copias del transposdon en el interior de la bacteria

(Bennett, 2004).

transposasa Secuenciade insercion (1S)

IR IR
15 1S
Gen de resistencia —

Transposon compuesto {Tn)

_> Gen de resistencia |

IR IR

Figura 17.- Estructura basica de los elementos transponibles.

Ademas de las secuencias de insercidon y los transposones, existe otro tipo de
elementos genéticos moviles con capacidad de transposicidon, pero que se realiza por el
mecanismo de transposicidon por circulo rodante. Estos elementos son los ISCR (Figura 17),
capaces de movilizar DNA localizado en su extremo terminal (Bennett, 2008; Toleman et al.,
2006). Estos elementos fueron descubiertos en los afos noventa localizados adyacentes a la
regiéon 3’-CS de integrones de clase 1 y fueron denominados “common regions” (CRs).
Posteriormente, se observé una similitud parcial con algunas secuencias de insercién IS,
especialmente con aquellas de la familia 1S91, por lo que pasaron a conocerse como ISCR. Se
caracterizan porque carecen de las IR caracteristicas de las IS convencionales y en su lugar
tienen en sus extremos finales las secuencias orilS y terlS. El mecanismo de transposicidn por
circulo rodante les permite movilizar secuencias a las que esta préxima, provocando de esta
manera reorganizaciones génicas y movilizar genes de resistencia desde cualquier localizacidon

(Toleman et al., 2006; Toleman & Walsh, 2011).
4.3.- Plasmidos.

Los plasmidos pueden definirse como moléculas de DNA extracromosdmico y de

cadena doble, generalmente circulares, que tienen replicacion y transcripcion auténoma de la
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bacteria hospedadora. Los plasmidos no codifican funciones esenciales para la supervivencia
bacteriana, pero si genes que otorgan ventajas selectivas, como pueden ser genes de
resistencia a antibidticos, resistencia a metales pesados o de virulencia. Estan presentes en
casi todas las especies bacterianas y su tamafio varia desde unos pocos pares de bases (2 kb)

hasta unos 400 Kb (Bennett, 2008; Carattoli, 2009; Leplae et al., 2004).

Podriamos decir que todos los plasmidos poseen una parte conservada o esqueleto
plasmidico (“plasmid backbone”). Este esqueleto es caracteristico de cada tipo de plasmido y
estd formado por el conjunto de genes que aporta el plasmido y que sirven para su
mantenimiento, replicacion y dispersidn; puesto que las enzimas DNA polimerasas, ligasas y
helicasas las aporta la bacteria huésped. Siguiendo un modelo de mosaico, podemos
encontrar las siguientes zonas o médulos que pueden verse en la Figura 18 (Garcillan-Barcia et

al., 2011; Thomas, 2000).

R388
RSF1010

8684 bp

33926 bp

repA

repB
repF P

repE

mobB

i FMedulo da replicadion y astabilidad. -
- Fodula de 2stablzdmiznto, -

Figura 18.- Organizacién modular de un plasmido conjugativo (R388) y uno movilizable (RSF1010)

- Liodule d= adaptacion.

taedulode propagadion.

(tomada de Garcillan-Barcia et al., 2011).

Mddulo de replicacidn. Replicdn. Es el elemento genético que controla el nimero de copias

del plasmido y su estabilidad en distintos hospedadores (denominado “host-range”). En esta
region se encuentra el origen de replicacion ori, los genes que codifican las proteinas
necesarias para el origen de la replicacidn (rep) y las proteinas de union al ori y a los factores

de regulacion. Existen tres mecanismos principales mediante los cuales los plasmidos pueden
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replicarse: replicaciéon theta (©), replicacién por circulo rodante o por desplazamiento de
hebras. Aunque no vamos a entrar en explicar cada tipo de replicacién, es importante
destacar que el tipo de replicacion es especifico de cada plasmido y viene determinado por las
proteinas codificadas en la region o médulo de replicacidn, que a su vez determina el rango de
hospedador donde el plasmido puede habitar (del Solar et al., 1998; del Solar & Espinosa,
2000; Kies & Stahl, 1989). Hay que decir, que dos plasmidos que poseen igual mecanismo de
replicaciéon son incompatibles, es decir, no pueden cohabitar en la misma célula huésped; sin
embargo, también existen plasmidos, denominados multirreplicon, que poseen mas de un
origen de replicacién, aunque no ambos tienen por qué ser funcionales (Alvarado et al., 2012;

Carattoli, 2009).

Médulo de estabilidad. Los pldsmidos con bajo nimero de copias codifican sistemas

de estabilidad, encargados de asegurar una correcta segregacion de los plasmidos entre las
células hijas; mientras que los plasmidos de alto nimero de copias son segregados por una
distribucidn aleatoria. En la region de estabilidad se codifican las proteinas encargadas de
asegurar esta herencia estable. Estos mecanismos comprenden los mecanismos de resolucion
de multimeros, sistemas de muerte post-segregacional o sistemas de particion. Aunque estos
sistemas funcionan de manera distinta, su finalidad de conservar la herencia del plasmido a lo

largo de las generaciones bacterianas estable es la misma.

Los sistemas de resolucién de multimeros, incluidos en muchos de los plasmidos que
poseen replicaciéon theta, previenen de la formacion de dimeros o multimeros cuando existen
mas de una copia por célula del plasmido, en lo que se ha denominado por algunos autores
como “la catastrofe del dimero”, al heredar una de las células hijas el multimero plasmidico y

dejar vacia a la otra célula hija (Dmowski, 2009; Sengupta & Austin, 2011).

Los sistemas de muerte post-segregacional pueden subdividirse en aquellos regulados
por RNAs antisentido (post-segregational killing, PSK), como los sistemas hok-sok o pnd; o bien
aquellos sistemas regulados por un sistema toxina-antitoxina (TA), también denominados
sistemas de adicidn plasmidica. En ambos casos el mecanismo de accion general es la sintesis
de un regulador antagonista que neutraliza una toxina. La toxina puede ser un RNA
antisentido (sistemas PSK) o una proteina (sistemas TA). Su funcién en los plasmidos es la
muerte post-segregacional de aquellas células hijas que no hayan heredado el plasmido;
mientras que podemos encontrarlos en el cromosoma con una funcién de muerte celular
programada como respuesta ante situaciones de stress celular (Engelberg-Kulka & Glaser,

1999; Gerdes et al., 2005; Hayes, 2003; Sengupta & Austin, 2011).
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Finalmente, los sistemas de particion, denominados genéricamente sistemas parA-
parB o sistemas par, son los encargados de repartir las copias del pldsmido de manera
equitativa entre las células hijas, mediante un sistema similar al sistema mitdtico en las células
eucariotas de formacién de filamentos de naturaleza proteica (Dmowski, 2009; Malik &

Henikoff, 2009; Moller-Jensen & Gerdes, 2007; Schumacher, 2007; Sengupta & Austin, 2011).

Mddulo de conjugacidn o propagacidn. De acuerdo a la capacidad de transmisién de

un plasmido mediante conjugacién se describen dos tipos de plasmidos: conjugativos y
movilizables. En el proceso de conjugacion es necesaria la ruptura del DNA a transferir en un
lugar denominado origen de transferencia oriT, mediante una proteina denominada relaxasa.
Como resultado de la reaccién, la proteina y el DNA se unen covalentemente y la
nucleoproteina es transportada a la célula receptora por un sistema de secrecidn de tipo IV
(T4SS) y gracias a la accién impulsora de una proteina acopladora (T4CP) (Llosa et al., 2002;
Smillie et al., 2010). Cuando un plasmido codifica totalmente la maquinaria de conjugacién
descrita, es denominado auto-transmisible o conjugativo; mientras que aquellos plasmidos
que contienen los minimos genes necesarios para ser transferidos por conjugacién vy
requieren la ayuda y maquinaria de un plasmido conjugativo, son denominados movilizables.
Estos solo poseen el lugar oriT, algiin gen de relaxasa y una o mas proteinas accesorias que se
encargan de la ruptura de las hebras. Mientras que los plasmidos conjugativos tienen tamainos
mayores de 30 kb y estan presentes en bajo nimero de copias en la célula; los plasmidos

movilizables son menores (10-15 kb maximo) y estan presentes en alto niumero de copias.

De modo general, podemos decir que todos los plasmidos transmisibles poseen una
regidon de movilizacion (denominada mob/mbe en los plasmidos movilizables y tra/trw en los
conjugativos) y un origen de transferencia oriT; mientras que los pldsmidos auto-transmisibles
poseen ademas las proteinas necesarias para la formacion del canal de transferencia y el
bombeo del DNA a través de él (Garcillan-Barcia et al., 2009; Garcillan-Barcia et al., 2011;

Smillie et al., 2010).

Mddulo de establecimiento. El esqueleto de los plasmidos conjugativos tiene mas

genes de los que son requeridos para la replicacidn, la estabilidad y la propagacién. De hecho,
la mayoria de este tipo de plasmidos parecen tener una regidon adicional de DNA de un
tamafio entre 10 y 20 kb que contiene genes relacionados con el mantenimiento del plasmido
en condiciones in vivo. Estos genes, denominados genes de establecimiento, estan altamente
conservados en distintos tipos de plasmidos y se localizan en la regién lider de conjugacidn, es

decir, en la primera parte que entra en la célula hospedadora en el proceso de conjugacion.
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Entre ellos, se han estudiado el operdn stbABC, genes homadlogos a ardA, kicA/ardB, psiB, etc.,
que codifican funciones de proteccion y estabilidad del DNA plasmidico en la célula
hospedadora y que ven esta estabilidad afectada cuando muestran mutaciones. Diversos
autores coinciden en que todavia estamos lejos de comprender completamente la

importancia de estos genes (Fernandez-Lépez et al., 2006; Garcillan-Barcia et al., 2011).

Mdédulo de adaptacién. Esta es la region mas variable del plasmido puesto que

contiene los genes adicionales, como genes de resistencia a antibioticos, resistencia a metales
pesados o virulencia, entre otros. Si nos centramos en los plasmidos que albergan genes de
resistencia, se puede ver como hay plasmidos que comparten el mismo esqueleto, pero que
en ciertos puntos, denominados “puntos calientes”, hay inserciones de genes de resistencia
(Carattoli, 2009; Garcillan-Barcia et al., 2011). Sin embargo, portar genes de resistencia no
esta libre de coste, sino que afecta al coste biolégico del plasmido. Mientras que hay estudios
que demuestran la pérdida total o parcial de estos genes de resistencia durante experimentos
de evolucion en ausencia de presidén de antibidtico (Andersson & Hughes, 2010; Brown et al.,
1991; Dahlberg & Chao, 2003; Godwin & Slater, 1979; Subbiah et al., 2011); otros estudios
apuntan a mutaciones compensatorias que pueden disminuir este coste bioldgico sin pérdida
de la resistencia (Andersson & Levin, 1999; Hossain et al., 2004; Martinez et al., 2011); o que
incluso algunos plasmidos imponen un bajo coste bioldgico (Cottell et al., 2012). Muchos de
estos plasmidos, que poseen genes de resistencia han sido incluidos en la base de datos

ACLAME (http://aclame.ulb.ac.be) (Leplae et al., 2006).

En funcidn del replicon de cada plasmido, en 1988 Couturier et al. desarrollaron un
método de tipado de plasmidos en enterobacterias, basado en la hibridacién con sondas
especificas disefiadas sobre los replicones de pldasmidos tipo. Este método, muy tedioso,
poseia una baja especificidad debido a reacciones de hibridacidon cruzadas. Propuesto en
principio por Gotz et al., 1996 y posteriormente por Carattoli et al., 2005 se desarrollaron
métodos de tipado mediante la técnica de PCR con cebadores disefiados en la regidn de
replicacion. Este ultimo método, conocido como “Inc/rep PCR-based replicon typing (PBRT)”
estd en continua actualizacién, como demuestran los ultimos articulos en los que se proponen
cebadores adicionales para abarcar un mayor nimero de replicones (Carattoli et al., 2005;
Garcia-Fernandez et al., 2009; Villa et al., 2010). En algunos casos, como para los replicones
IncF, IncN, Incll, IncHI1 e IncHI2, se han propuesto cebadores adicionales para lograr un
subtipado de los plasmidos mediante PCR, posterior secuenciacidn y comparacion con la base

de datos recogida en http://pubmist.org/plasmid/ (Garcia-Fernandez et al., 2008; Garcia-
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Fernandez & Carattoli, 2010; Garcia-Fernandez et al., 2011; Villa et al., 2010). Esta técnica,
inicialmente desarrollada para el estudio epidemioldgico de plasmidos en cepas clinicas de
enterobacterias, no esta exenta de limitaciones, puesto que podemos encontrar plasmidos
multirreplicdn, se limita a los replicones clasicos descritos en enterobacterias, una mutacion
puede alterar el grupo de incompatibilidad y promover que dos plasmidos a priori
incompatibles se tornen compatibles; y ademds, debemos tener en cuenta que existen
mecanismos de replicacién alternativos no facilmente identificables y que por esta técnica no

es posible detectarlos (Garcillan-Barcia et al., 2011).

Muy recientemente se ha descrito un método alternativo de tipado de plasmidos,
basado en la secuencia nucleotidica de las proteinas relaxasa (MOB) que median en la
conjugacién plasmidica. Las proteinas relaxasa de un gran nimero de pldsmidos de gamma-
proteobacteria contenidos en la base de datos GenBank fueron clasificadas previamente en
seis familias de proteinas de acuerdo a su filogenia (Francia et al., 2004; Garcilldn-Barcia et
al., 2009; Smillie et al.,, 2010) y han servido para el desarrollo del método denominado
“Degenerate Primer MOB Typing, DPMT”, basado en la técnica de PCR con 19 pares de
cebadores degenerados (Alvarado et al., 2012). Mediante esta técnica se detectan no solo la
mayor parte de los grupos Inc/Rep, sino también plasmidos que previamente no habian sido
asignados a ningun grupo de incompatibilidad. Ademas, ofrece un analisis filogenético de una
region altamente conservada en el esqueleto de cada plasmido, la regidn de conjugacion; y
ofrece la posibilidad de clasificar aquellos elementos mdviles que poseen proteina relaxasa
pero no son considerados plasmidos, como las secuencias ICE. Este método no puede detectar
aquellos plasmidos no-transmisibles (estimados en el 50% de los plasmidos existentes),
puesto que no poseen los genes de movilidad mob/mbe (Alvarado et al., 2012; Garcillan-

Barcia et al., 2011).

En todo caso, ambos métodos de tipado no son excluyentes, sino complementarios,
puesto que analizan caracteristicas distintas de los plasmidos. Varios estudios han sido ya
publicados analizando los plasmidos desde los dos puntos de vista con la finalidad de analisis

epidemioldgico (Mata et al., 2010; Valverde et al., 2009).

Ademas de su implicacién en la diseminacién de genes de resistencia y elementos
maviles tales como integrones (Carattoli, 2011; Schultsz & Geerlings, 2012; Strahilevitz et al.,
2009), no debemos olvidar que en alguno de los serotipos de Salmonella, por ser la bacteria
gue nos ocupa, aparecen plasmidos de virulencia (Chu & Chiu, 2006; Feng et al., 2012; Rychlik

et al., 2006). Estos a su vez pueden adquirir determinantes de resistencia, o incluso plasmidos

56



Introduccion

de resistencia pueden adquirir determinantes de virulencia, para dar lugar a plasmidos
hibridos virulencia-resistencia (Guerra et al., 2002; Herrero et al., 2008a; Herrero et al.,

2008b; Mendoza et al., 2009; Rodriguez et al., 2011).

4.4.- Elementos integrativos y conjugativos (ICEs).

Los elementos integrativos y conjugativos (ICE), también denominados transposones
conjugativos, son elementos genéticos méviles que en su mayor parte contienen un origen de
transferencia y los genes necesarios para mediar en la conjugacién. A diferencia de los
pldsmidos, la mayoria de ellos no contienen un origen de replicacién, por lo que se integran
en cromosoma o en plasmidos para poder replicarse con ellos. Esto les confiere una ventaja
sustancial respecto a los pldsmidos, puesto que al no poseer origen de replicacién, muestran
un mayor rango de hospedador (Guglielmini et al., 2011; Lee et al., 2010; Toleman & Walsh,
2011; Wozniak & Waldor, 2010). Estos elementos muestran una gran diversidad y capacidad
de portar largos segmentos de DNA que contienen genes de resistencia, transposones,

integrones o elementos ISCR (Toleman & Walsh, 2011).

4.5.- Isla Gendmica de resistencia de Salmonella de tipo 1 (SGI1).

Las islas gendmicas de resistencia son agrupaciones fisicas y funcionales de genes de
resistencia incluidas en el grupo de los elementos integrativos y movilizables (IMEs). En el caso
de Salmonella, la estructura denominada “Isla Gendmica de resistencia de Salmonella de tipo
1, SGI1” es uno de los ejemplos mas representativos y relevantes debido a su emergencia y a
su implicacién en la dispersién de multirresistencia a nivel internacional (Beutlich et al., 2011;

Miriagou et al., 2006).

La SGI1, identificada por primera vez en el afio 2000 en cepas multi-resistentes de S.
Typhimurium fagotipo DT104, es una regidn cromosomica movilizable de 43 kb flanqueada
por repeticiones directas imperfectas de 18 pb y localizada entre los genes thdF y yidY del
genoma de S. Typhimurium (Figura 19, Figura 20) (Boyd et al., 2001; Mulvey et al., 2006). En
los ultimos afios se han encontrado lugares alternativos de integracién de la SGI1, lo que
explica su alta dispersidon no solo en varios serotipos de Salmonella, tales como Agona, Albany,
Paratyphi B, Newport, Derby, Emek, Infantis, etc, sino también en Proteus mirabilis (Ahmed et

al., 2007; Doublet et al., 2008; Kiss et al., 2012).

Contiene 44 orfs, no todas ellas de funcién conocida y que presentan funcién de

recombinacidn, replicacion, transferencia conjugativa, regulacion o resistencia a los
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antibidticos. Los genes de resistencia estan incluidos en un segmento de 13 kb localizado en el
extremo 3’ de la SGI1 (Figura 19). Esta regidn tiene estructura de integrén complejo del grupo
In4, denominado In104, que confiere un fenotipo de pentaresistencia a ampicilina (conferido
por el gen de resistencia blapse.,), cloranfenicol (floR), estreptomicina (aadA2), sulfamidas
(sull) y tetraciclina [tet(G)], caracteristico de la cepa pandémica S. Typhimurium DT104. El
integrén complejo In104 se subdivide a su vez en dos integrones, InC e InD. El integron InC
contiene el casete génico aadA2, mientras que el casete génico sull de su regién 3’-CS se
encuentra deleccionado. Por otra parte, el integrén InD, cuyo gen integrasa int/1 se encuentra
deleccionado por groEL, porta el casete génico blapse.; y en su segmento 3’-CS el casete génico
sull intacto. Flanqueados por ambos integrones se encuentran los genes de resistencia floR y

tet(G) (Boyd et al., 2001; Mulvey et al., 2006; Targant et al., 2010b).
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Figura 19.- Representacion linear de la SGI1 y regiones flanqueantes. Los genes de resistencia estan

coloreados en fucsia (tomado de Boyd et al., 2001).

Hasta la actualidad se han descrito diversas variantes de SGI1, denominadas SGI1-A

hasta SGI1-V (Kiss et al, 2012) que aparecen probablemente debido a procesos de
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recombinacidn entre segmentos de DNA homdlogos y a la presencia de elementos ISCR en la
SGI1 (Beutlich et al., 2011; Doublet et al., 2005; Kiss et al., 2012; Mulvey et al., 2006; Toleman
et al., 2006).

Varios estudios demuestran la capacidad de la SGI1 de circularizarse y de ser
transferida de manera horizontal ayudada por plasmidos conjugativos de tipo IncA/C (Figura
20). Por tanto, la importancia de la SGI1 radica en que es un potente elemento de dispersion
del fenotipo de pentaresistencia (variable tal y como puede verse en las distintas variantes de
la isla), asi como su capacidad de conjugacion en diversos sitios de insercidn potenciales en
bacterias patdégenas como Proteus spp., Shigella spp., Vibrio spp., Pseudomonas spp., Brucella
spp. o Klebsiella pneumoniae, que no limitan su aparicion tan solo en el género Salmonella

(Douard et al., 2010; Doublet et al., 2005; Doublet et al., 2008; Kiss et al., 2012).
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Figura 20.- Modelo de integracidn y escision sitio-especifico de SGI1 (adaptada de Doublet et

al., 2005).
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Objetivos

OBJETIVOS

1.

Analisis del fenotipo de resistencia a antibidticos y su relacién con el serotipo en aislados

clinicos de S. enterica.

Caracterizacion de los aislados de S. enterica AMP® de hospitales de diferentes
localizaciones geograficas espafolas.
2.1.Analizar los mecanismos de resistencia a beta-lactdmicos y a otros antibiéticos.

2.2.Detectar y caracterizar los integrones.

Caracterizacion de cepas de S. enterica portadoras del gen de resistencia a beta-
lactamicos blapse.;.

3.1.Tipificar molecularmente las cepas.

3.2.Estudiar la presencia de la Isla Gendmica de Salmonella de tipo 1 (SGI1).

3.3.Determinar sus factores de virulencia (virulotipos).

Estudio de cepas de S. enterica con fenotipo de resistencia a cefalosporinas de amplio
espectro.

4.1.Caracterizar los genes codificantes de BLEEs y de AmpC y sus entornos genéticos.
4.2.Determinar el fenotipo y genotipo de resistencia a otras familias de antibidticos.
4.3.Caracterizar los integrones.

4.4.Estudiar los plasmidos portadores de los genes bla.

4.5.Analizar la estabilidad de los fenotipos BLEE/AmpC en ausencia de presion antibidtica

selectiva.

Seleccion in vivo de resistencia a fluoroquinolonas y aminoglucésidos en una cepa de S.
enterica serotipo Typhimurium vy caracterizacion del plasmido portador del gen

aac(6’)-1b-cr4. Estudio de un caso clinico.
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Analysis of the antibiotic resistance phenotype and its relation with the serotype in clinical

S. enterica isolates.

Characterization of the ampicillin-resistant S. enterica isolates from geographically distant
Spanish hospitals.
2.1.To analyze the mechanisms of resistance to beta-lactams and other antibiotics.

2.2.To detect and characterize the integrons.

Characterization of S. enterica strains carrying the blapse., beta-lactam resistance gene.
3.1.To carry out the molecular typing of the strains.
3.2.To study the presence of the Salmonella Genomic Island Type 1 (SGI1).

3.3.To determine the virulence content (virulotypes).

Study of the S. enterica strains displaying a broad-spectrum cephalosporin-resistant
phenotype.

4.1.To characterize the genes encoding ESBL and AmpC and their genetic environments.
4.2.To determine the phenotype and genotype of resistance to other antibiotic families.
4.3.To characterize integrons.

4.4.To study plasmids carrying the bla genes.

4.5.To analyze the stability of the ESBL/AmpC phenotype in the absence of antibiotic

selection pressure.

In vivo selection of resistance to fluoroquinolones and aminoglycosides in a S. enterica
serotype Typhimurium strain and characterization of the plasmid carrying the aac(6’)-lb-

crd gene. A case report.
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MATERIAL Y METODOS

1.- AISLADOS DE Salmonella enterica ESTUDIADOS Y

MUESTRAS ANALIZADAS.

1.1.- Aislados clinicos de Salmonella enterica.

Un total de 364 aislados clinicos de S. enterica fueron analizados en este trabajo
gracias a la colaboracidn con seis hospitales espafoles: Hospital San Pedro de Logrofio (Dra.
Ester Undabeitia); Hospital Clinico Universitario Lozano Blesa de Zaragoza (Dr. Javier Castillo y
Dra. Cristina Seral); Hospital Gregorio Marafién de Madrid (Dra. Emilia Cercenado); Hospital
Universitario Central de Asturias (Dra. Marta Lantero); Complejo Hospitalario de Pontevedra

(Dra. Marta Garcia-Campello) y Hospital Royo Villanova de Zaragoza (Dra. Carmen Aspiroz).
1.1.1.- Aislados no seleccionados de S. enterica.

Se obtuvieron 158 aislados procedentes del Laboratorio de Microbiologia del Hospital
San Pedro (HSP) de Logrofio durante el periodo septiembre 2007- diciembre 2009 y 122
aislados procedentes del Laboratorio de Microbiologia del Hospital Clinico Universitario
Lozano Blesa (HCULB) de Zaragoza durante el periodo septiembre 2009 a noviembre 2010.
Estos aislados fueron seleccionados en el hospital de origen sin restriccion en cuanto al
fenotipo que presentaban y todos ellos procedian de muestras fecales, salvo 4 aislados de
muestras de orina y un aislado de una muestra de sangre. En el HSP de Logrofio se enviaron
las muestras para serotipar al Centro Nacional de Microbiologia (Instituto de Salud Carlos lll)
de Madrid; mientras que en el HCULB de Zaragoza, donde se disponia de una gran cantidad de

sueros, el serotipado fue realizado en el propio hospital.
1.1.2.- Aislados seleccionados por su fenotipo de resistencia: AMP?, AMC”%,

Se estudiaron 29 aislados recogidos en los periodos 2004-2005 y 2007-2009
procedentes del Complejo Hospitalario de Pontevedra (CHP) y 46 aislados del Hospital General
Universitario Gregorio Marafion (HGM) de Madrid (periodo 2007-2009) y 5 aislados del
Hospital Royo Villanova (HRV) de Zaragoza. Estos aislados fueron seleccionados en los
hospitales de origen por presentar valores de resistencia a amoxicilina-acido clavulanico

superiores a >16/8 mg/L y todos ellos fueron tomados de muestras de heces, a excepcion de 3
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aislados procedentes de muestras de sangre. En todos estos hospitales se enviaron las
muestras para serotipar al Centro Nacional de Microbiologia (Instituto de Salud Carlos Ill) de

Madrid.
1.1.3.- Otros aislados incluidos.

Ademas, 4 aislados procedentes de muestras fecales de pacientes del Hospital Clinico
Universitario de Asturias (HUCA) fueron remitidos por los hospitales de origen por ser

sospechosos de presentar un fenotipo de beta-lactamasa de espectro extendido (BLEE).

2.- MEDIOS DE CULTIVO Y PRUEBAS DE IDENTIFICACION.

A lo largo del trabajo reflejado en la presente tesis doctoral, se han utilizado los

siguientes medios de cultivo y pruebas de identificacion bacteriana.

2.1.- Medios de cultivo.

Brain Heart Infusion (BHI) agar y caldo (Difco): se empled para el crecimiento de Salmonella.

Miieller-Hinton (MH) agar y caldo (Difco): se empled para la determinacién de la sensibilidad a

antibidticos.

Luria-Bertani (LB) agar y caldo (Sigma): medio empleado para el crecimiento de S. enterica y

para la seleccidn de transformantes (TF).

Agua _de peptona tamponada (Scharlau): medio liquido de preenriquecimiento, previo al

enriquecimiento selectivo de Salmonella spp. La presencia del tampdn fosfato en su
formulacion permite mantener un pH elevado durante el periodo de incubacidn y revivificar
las células que puedan presentar una creciente sensibilidad a los pH acidos. Tras la incubacidn
en este medio, se debe sembrar una alicuota en el medio de enriquecimiento selectivo

adecuado.

Vassiliadis Rappaport caldo (VR) (Pronadisa-Conda): medio liquido para el enriquecimiento de

Salmonella a partir de muestras fecales y diversos materiales no clinicos tales como alimentos
y aguas residuales. Tras la inoculacidn de cultivo previamente enriquecido (por ejemplo en

agua de peptona tamponada), se incuba 18-48 h, tiempo tras el cual se puede detectar el
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crecimiento por el aspecto lechoso del medio o por la turbidez. Es necesaria la inoculacién
sobre medios selectivos adecuados para Salmonella, asi como otros medios menos selectivos

como MacConkey agar.

MacConkey agar (McC) (Difco): medio selectivo diferencial que permite distinguir bacterias

Gram negativas fermentadoras y no fermentadoras de lactosa, fue utilizado en el aislamiento
e identificacién de muestras fecales de individuos sanos. Las cepas lactosa positivas se

visualizan de color rosa y las lactosa negativas de color marrén.

Shigella-Salmonella agar (SS) (Difco): medio empleado para el aislamiento de Salmonella y

Shigella. Estas especies son no fermentadoras de la lactosa, por lo que forman colonias
incoloras en este medio. Las especies de Salmonella son productoras de sulfuro de hidrégeno

y desarrollan colonias de centro oscuro.

Hektoen agar (HK) (Pronadisa-Conda): medio diferencial y selectivo para el aislamiento de

Salmonella y Shigella, basado en la reaccién de fermentacion de lactosa y la produccidn de
H,S. Tras la incubacion de las placas, Shigella spp. se muestra como colonias verdes
translicidas y humedas; Salmonella spp. como colonias azul-verdosas con centro negro y
aquellas bacterias coliformes se muestran como colonias de color salmdn-rosaceo rodeadas

de precipitado biliar.

Leche deshidratada (Difco): se empled para la crio-conservacion de las cepas bacterianas.

2.2.- Pruebas bioquimicas de identificacion bacteriana.

Aquellos aislados en las que se precisaba confirmar su identificacién se procedié a

realizar las siguientes pruebas bioquimicas:

Agar triple azucar y hierro (TSI) (Difco): prueba de identificacion, con la que se pueden

diferenciar géneros bacterianos, basada en la capacidad del microorganismo de fermentar
glucosa, lactosa/sacarosa y de producir gas y/o sulfuro de hierro. Dado que el medio contiene
glucosa y lactosa, si la bacteria no los metaboliza, el medio permanece de color rojizo. Si la
bacteria metaboliza la glucosa, acidifica el medio que vira a color amarillo en la zona de
profundidad. Si metaboliza lactosa, todo el medio vira a color amarillo. La presencia de
tiosulfato de sodio y de citrato amdnico de hierro permite la formacién de sulfuro de hierro en
las bacterias capaces de reducir el tiosulfato. Se realizd la prueba en tubos de ensayo en slant

con 8 ml de medio, se sembré en superficie y profundidad y se incubd en aerobiosis a 37°C
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durante 24 h. La lectura se realiza en base al color en superficie y profundidad y la formacién

de gas y/o precipitado.

Prueba del indol: el medio de cultivo para esta prueba es un caldo de peptona rico en

triptéfano. Se compone de 10 g de peptona de soja (Difco), 5 g de NaCl en 1 | de agua
destilada a un pH 7,2. Los tubos de 4 ml de medio se inocularon con colonias sospechosas y se
incubaron a 37°C durante 24 h. Las bacterias que poseen la enzima triptofanasa son capaces
de hidrolizar y desaminar el triptéfano, dando como productos indol, acido pirtvico y
amoniaco. Al afiadir al medio el reactivo de Kovac (p-dimetilaminobenzaldehido) se producira
una reaccioén del indol con el grupo aldehido del reactivo de Kovac. Si se forma un anillo rojo
en la superficie del medio la prueba se considerard positiva, mientras que si permanece

amarillo es negativo.

Prueba del citrato (Simmons Citrate Agar, Difco): esta prueba sirve para determinar si

un organismo es capaz de utilizar citrato como Unica fuente de carbono y compuestos
amoniacales como Unica fuente de nitrogeno en su metabolismo, provocando una
alcalinizacion del medio. Contiene citrato como Unica fuente de carbono, fosfato de amonio
como fuente de fosfato y azul de bromotiol como indicador de pH. Las bacterias capaces de
metabolizar el citrato utilizaran los fosfatos presentes liberando iones amonio. Esta liberacion
de iones basicos, junto con la metabolizacién del citrato, generara una fuerte basificacion del
medio que sera aparente por un cambio de color de verde a azul. La prueba del citrato se
considera positiva cuando, tras sembrar una colonia sobre la superficie en slant del medio e
incubar 24 h a 37°C, el medio vira de color verde a color azul. Entre las enterobacterias esta
caracteristica se da en los siguientes géneros: Enterobacter, Klebsiella, Serratia, Citrobacter y
algunas especies de Salmonella. Sin embargo, Escherichia coli, Shigella, Salmonella typhi y

Salmonella paratyphi son incapaces de crecer con esos nutrientes.

Prueba de la catalasa: sobre un portaobjetos se afiadié una gota de perdxido de

hidrégeno 3%, sobre la que se extendid una colonia bacteriana. La descomposicidon del
perdxido de hidrégeno (H,0,) por accién de la enzima catalasa genera H,0 y O,; por lo que la

formacidn inmediata de burbujas implica que las bacterias son catalasa positivas.
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3.- MUESTRAS FECALES DE PERSONAS SANAS.

Se recogieron 100 muestras fecales de voluntarios sanos con edades comprendidas
entre 9 dias y 89 afos; 53 mujeres y 47 varones (periodo septiembre de 2010 a marzo de
2011) y procedentes de la Comunidad Auténoma de La Rioja. Ninguno de los individuos habia
tomado antibidtico ni habia sufrido salmonelosis en los tres meses previos a la toma de
muestras. Entre los datos solicitados se incluyeron: edad, sexo, contacto con animales,
presencia de alergias, enfermedades crdnicas, toma de antibidtico en los ultimos tres meses,
toma de otros medicamentos de manera continuada, padecimiento de salmonelosis en los
ultimos tres meses o seguimiento de una dieta vegetariana. Todos los individuos dieron su

consentimiento informado para la participacion en este estudio.
3.1.- Procesamiento de las muestras para el aislamiento de Salmonella spp.

El analisis de muestras fecales para la deteccion de Salmonella spp. se realizd
siguiendo una adaptacion de la normativa ISO 6579:2002/Amd 1:2007. Las muestras fecales
que fueron recogidas con torundas estériles, se suspendieron y homogeneizaron en 2 ml de
solucidon salina estéril 0.9%. Se realizd una primera etapa de preenriquecimiento
suspendiendo una alicuota en 100 ul de agua de peptonada tamponada (Scharlau). Se
incubaron 48 horas a 37 °C. Esta etapa fue seguida por una etapa de enriquecimiento. De
aquellos tubos de agua peptonada donde se observo turbidez, se transfirieron 100 ul a tubos
de medio Vassiliadis Rappaport liquido (Pronadisa-Conda) y se incubaron a 42°C. Tras 24 h de
incubacién, 100 pl del cultivo se sembraron en placas selectivas de agar Hektoen (Pronadisa-
Conda). Se incubaron a 37°C durante 24-48 h. Como colonias sospechosas de ser Salmonella
se consideraron aquellas de coloracién negra que se reaislaron en placas de BHI agar (Difco),
para su posterior identificacion en placas agar Shigella-Salmonella (Difco) y agar MacConkey

(Difco) e identificacion mediante pruebas bioquimicas: TSI, indol, citrato y catalasa.

4.- ESTUDIOS DE SENSIBILIDAD A ANTIBIOTICOS.

4.1.- Difusion en agar.

Se estudid la sensibilidad a 20 antibidticos representativos de las distintas familias por

el método de difusidon en agar (antibiograma) que define la actividad in vitro de un antibiético
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frente a un microorganismo determinado y refleja su capacidad para inhibir el crecimiento de
una bacteria o poblacién bacteriana. Se realizd e interpretd siguiendo las recomendaciones
del CLSI (2012). Se prepard una suspensiéon bacteriana en solucién salina (0,9%) con una
turbidez de 0,5 McFarland a partir de un cultivo fresco. Se inoculé de manera homogénea con
un hisopo estéril sobre la superficie de una placa de MH Agar y se colocaron los discos de
antibidtico (BioMérieux, Oxoid) con las concentraciones recomendadas por el CLSI (Tabla 5)
Las placas se incubaron a 37°C. Se leyeron los halos de inhibicidn producidos a las 18-24 h. La

interpretacion se realizo siguiendo los puntos de corte propuestos por el CLSI.

Tabla 5.- Antibidticos testados por difusidn en agar y puntos de corte en los halos de inhibicién (CLSI,

2012).

Antibidtico Concentracion Halo de inhibicién (mm)
(ug/disco) R / S
Ampicilina (AMP) 10 <13 14-16 >17
Amoxicilina-acido clavulanico (AMC) 20+10 <13 14-17 >18
Cefalotina (CF) 30 <14 15-17 >18
Cefoxitina (FOX) 30 <14 15-17 218
Cefotaxima (CTX) 30 <22 23-25 >26
Ceftazidima (CAZ) 30 <17 18-20 221
Cefepime (FEP) 30 <14 15-17 >18
Aztreonam (ATM) 30 <17 18-20 >21
Gentamicina (GEN) 10 <12 13-14 >15
Tobramicina (TOB) 10 <12 13-14 >15
Amikacina (AMK) 30 <14 15-16 217
Kanamicina (KAN) 30 <13 14-17 >18
Estreptomicina (STR) 10 <11 12-14 >15
Tetraciclina (TET) 30 <11 12-14 >15
Acido Nalidixico (NAL) 30 <13 14-18 >19
Ciprofloxacina (CIP) 5 <15 16-20 >21
Trimetoprim (TRM) 5 <10 11-15 >16
Trimetoprim/sulfametoxazol (SXT) 1,25 + 23,75 <10 11-15 >16
Sulfamidas (SUL) 200 <12 13-16 >17
Cloranfenicol (CHL) 30 <12 13-17 >18

4.2.- Deteccion fenotipica de Beta-Lactamasas de Espectro Extendido

(BLEES).

Debido a la capacidad de inhibicién que los inhibidores de beta-lactamasas (como
acido clavulanico o sulbactam) producen sobre las BLEEs, las cepas de S. enterica productoras
de este tipo de enzimas pueden ser identificadas mediante la técnica del doble disco. Esta
técnica consiste en realizar un antibiograma colocando de manera proxima un disco de
amoxicilina-acido clavulanico y un disco de cefalosporinas de amplio espectro o aztreonam. Si

la cepa es productora de BLEEs se observa una sinergia entre los discos, un aumento vy
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deformacién del halo en las proximidades del disco de amoxicilina-acido clavuldnico, debido a
la inhibicidn de la beta-lactamasa por la accién del acido clavuldnico contenido en éste (Jarlier
et al., 1988). Esta técnica se ha realizado en este trabajo colocando un disco de amoxicilina-
acido clavulanico (20/10 pg) entre los discos de ceftazidima (30 pg), cefotaxima (30 pg),
aztreonam (30 pg) y cefepime (30 pg). Tras el periodo de incubacién (24 h a 37°C) se

considerd productora de BLEE cuando aparecia un ensanchamiento del halo.
4.3.- Deteccidn fenotipica de beta-lactamasas tipo AmpC plasmidicas (AmpC).

Se estudié la produccién de beta-lactamasas de tipo AmpC entre las cepas del estudio.
Para ello se compararon los halos producidos por un disco de cefoxitina (30 pg) y cefoxitina
suplementado con cloxacilina (200 pg) (Tan et al., 2009), un potente inhibidor de este tipo de
beta-lactamasas. Un ensanchamiento del halo (6-8 mm) en presencia de cloxacilina nos indico

que la cepa era productora de beta-lactamasa de tipo AmpC.
4.4.- Concentracion Minima Inhibitoria (CMI). Método de dilucion en agar.

La concentracién minima inhibitoria (CMI) es la minima concentracién de antibidtico
capaz de inhibir el crecimiento de una poblacién bacteriana. Para la determinacién de la CMI
en S. enterica se siguieron las recomendaciones del CLSI (2012) y EUCAST (2013). Los

antibidticos en polvo testados (Tabla 6) se compraron en la casa comercial Sigma Aldrich.

Para la preparacion de las placas, se realizaron diluciones seriadas (1:2) de cada
antibidtico en agua destilada estéril o diluyente, partiendo de una solucién diez veces superior
que la maxima concentracidon en placa deseada. Se adicionaron 2 ml de la disolucién de
antibiético y 18 ml de MH agar atemperado a 50°C sobre cada placa Petri. Se homogeneizo la
mezcla y se dejo solidificar. También se prepararon placas sin antibidtico para controlar el

crecimiento bacteriano.

A partir de un cultivo fresco (24 h) a 37°C en BHI agar, se prepararon suspensiones 0,5
McFarland con las cepas objeto de estudio en tubos de solucién salina. Se diluyeron 1:10 en
solucidn salina y se llenaron los pocillos del replicador Steers. El replicador permite sembrar
32 indculos diferentes al mismo tiempo en una misma placa, depositando aproximadamente 1
pl/gota, lo que equivale a 10" UFC/gota. Se incluyeron las placas control al comienzo vy final de
la replicacion para comprobar un crecimiento correcto del microorganismo, asi como las

cepas control Escherichia coli ATCC 25922 y Staphylococcus aureus ATCC 29213.
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Las placas se incubaron a 37°C durante 24 h, tras lo que se procedié a la lectura de las
mismas. Se consideré la CMI de cada cepa como la menor concentracién de antibidtico que

inhibid el crecimiento bacteriano.

Tabla 6.- Antibidticos testados por CMI en este estudio y puntos de corte considerados (CLSI 2012 y

EUCAST 2013).
CLSI, 2012 EUCAST, 2013

Antibidtico Punto de corte CMI (ug/ml) | Punto de corte CMI (ug/ml)

S R S R
Ampicilina (AMP) <8 >32 <8 >8
Cefotaxima (CTX) <1 >4 <1 >2
Ceftazidima (CAZ) <4 >16 <1 >4
Aztreonam (ATM) <4 >16 <1 >4
Cefoxitina (FOX) <8 >32 - -
Acido Nalidixico (NAL) <16 >32 -
Ciprofloxacina (CIP) 1 >4 0,5 >1
Norfloxacina (NOR) <4 >16 0,5 >1
Levofloxacina (LEV) <2 >8 <1 >2
Ofloxacina (OFL) <2 >8 <0,5 >1
Gentamicina (GEN) <4 >16 <2 >4
Tobramicina (TOB) <4 >16 <2 >4
Kanamicina (KAN) <16 > 64 -
Amikacina (AMK) <16 >64 <8 >16
Trimetoprim (TRM) <8 >16 <2 >4
Trimetoprim/sulfametoxazol (SXT) <2/38 >4/76 <2 >4

4.5.- Estudio de la estabilidad de los fenotipos BLEE y AmpC.

Con el fin de analizar la estabilidad del fenotipo BLEE o AmpC se realizaron pases
consecutivos en medio BHI agar en ausencia de antibiético durante un periodo de 100 dias.
Una vez a la semana se realizaba el antibiograma de deteccién fenotipica de BLEE y AmpC
para testar si alguna de ellas habia perdido el fenotipo de interés. Ademas, cada dia se
almacenaba una copia de la cepa en tubos de leche y se realizaba la extraccién de DNA total.
De esta manera, el dia que se detectaba la pérdida de fenotipo, se estudiaban todas las cepas
intermedias para localizar exactamente qué dia se observaba la pérdida del fenotipo y para
esas cepas se paraba el experimento (Figura 21). Una vez alcanzados los 100 dias, se realizo el
antibiograma de los 20 antibidticos para todas las cepas restantes, de manera que se pudiera
detectar la pérdida de otros determinantes que no estuviesen implicados en el fenotipo de
resistencia a beta-lactdmicos. La nomenclatura empleada para estas cepas fue: LP - n® de la
cepa — dia de pérdida de fenotipo BLEE o AmpC o bien, LP — n° de la cepa — 100, cuando la

cepa fue estudiada y presentaba alguna variacién en el dia 100.
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Figura 21.- Test de doble disco para la deteccién de fenotipo BLEE observado en la cepa C1221,

portadora del gen blasy.1, en el experimento de estabilidad de fenotipo.

5.- EXTRACCION Y CUANTIFICACION DE DNA.

5.1.- Extraccion de DNA: método de hervido.

Esta técnica se basa en la ruptura de la membrana celular mediante hervido, de
manera que el contenido celular es expulsado y queda en suspensién. A partir de un cultivo
puro en placa de BHI (24 h) se recogié un asa de siembra y tras resuspender en 500 puL de agua
destilada estéril, se sometié a 100°C durante 8 min en un bloque calefactor. Se vorted durante
unos segundos vigorosamente, se dejé enfriar y se centrifugd a 12.000 rpm durante 2 min. El

sobrenadante se recogid en un tubo eppendorf estéril.
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5.2.- Extraccion de DNA por el método de resina (InstaGene™ Purification

Matrix, Bio-Rad).

Mediante este método se utilizd una resina comercial para la extraccién del DNA, ya
que ésta ayuda en la lisis de la membrana celular. A partir de un cultivo puro en placa se
recogié un asa de siembra y se resuspendid en 1 ml de agua destilada estéril. Se centrifugd a
12000 rpm durante 5 min. El precipitado se resuspendidé en 200 ul de la resina de extraccion
(InstaGene Matrix, Bio-Rad) y se incubd en un bafio de agua a 56°C durante 20 min.
Posteriomente los tubos se agitaron vigorosamente durante 10 seg y se mantuvieron a 100°C
durante 8 min. Finalmente, se agitaron en vortex otros 10 seg y se centrifugaron a 12000 rpm

durante 2 min. El sobrenadante se recogié en un tubo eppendorf estéril.
5.3.- Cuantificacidon de DNA.

Con el fin de determinar la concentracién y pureza del DNA obtenido se utilizé un
espectrofotdmetro (NanoDrop). Nos basamos en la determinacién de la curva de absorbancia
del DNA a 260 y 280 nm. La absorbancia a 260 nm nos indica la concentracién de DNA de
doble hebra, mientras que la relacidon entre las absorbancias a 260 y 280 nm nos indica la
pureza del DNA. Una preparacion pura mostraria un cociente 1.8 - 2. Si hay contaminacidn por
proteinas este cociente es menor. Tras realizar un blanco con agua destilada, la cuantificacion

del DNA se llevo a cabo con 3 ul de la preparacion.

6.- REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR).

La técnica de PCR se utilizd para llevar a cabo la amplificacion de genes para la
caracterizacién de integrones, estudio de genes de resistencia a antibidticos y genes de
virulencia en Salmonella, caracterizacién de regiones de resistencia y tipado molecular tanto

de las cepas como de plasmidos en Salmonella enterica.

De manera general, los componentes y cantidades empleadas para un volumen final

de 50 pl en cada tubo de reaccidn se detallan a continuacién.
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Componentes (distribuidor) Concentracion stock Volumen por tubo C.oncentraaor.r’
final de reaccion

Cebador “forward” (Sigma Aldrich) 25 uM 1yl 0,5 uM

Cebador “reverse” (Sigma Aldrich) 25 uM 1l 0,5 uM

BIOTAQ™'DNA polimerasa (Bioline) 5U/ul 0,3 ul 15U

Tampodn de reaccién NH, (Bioline) 10X 5ul 1X

MgCl, (Bioline) 50 mM 1,5 ul 1,5mM

dNTPs (Bioline) 10 mM 1yl 0,2 mM

DNA 10 pl

Agua miliQ estéril - Hasta 50 plL -

®Se empled 0,5 pl de Taq en el estudio de integrones y en la amplificacién de fragmentos grandes de DNA.

Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en termocicladores T3 y T3000 (Biometra).

En todas las reacciones se incluyeron controles positivos y un tubo sin DNA como control

negativo.

A continuacién se exponen las secuencias nucleotidicas de los cebadores de PCR y las

condiciones de amplificacién de

los genes estudiados.

6.1.- Deteccion de genes de resistencia a distintos antibioticos.

Tabla 7.- Secuencia nucleotidica de los cebadores de PCR y condiciones de amplificacion de genes que

codifican beta-lactamasas (resistencia a beta-lactdmicos).

Cebadores (secuencia 5'-3') Condiciones de amplificacion R:eferenaa ..
(tamarfio de amplicdn)

96°C 5 min 1ciclo

blaoxs 1 96°C 1 min Steward et al., 2001
o . .

ACACAATACATATCAACTTCGC %og ; ::: 35 ciclos (813 pb)
AGTGTGTTTAGAATGGTGATC

72°C 10 min 1ciclo

94°C 3 min 1ciclo
blarem

94°C 1 min Belaaouaj et al., 1994
ATTCTTGAAGACGAAAGGGC 60°C 1 min 30ciclos (1150 pb)
ACGCTCAGTGGAACGAAAAC 72°C 1 min

72°C 5 min 1ciclo

96°C 15seg 1ciclo
blasyy

96°C 15 seg Pitout et al., 1998
CACTCAAGGATGTATTGTG 52°C 15seg 30ciclos (885 pb)
TTAGCGTTGCCAGTGCTCG 72°C 2 min

72°C 3 min 1ciclo
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Tabla 7 (continuacion).

Referencia

Cebadores (secuencia 5'-3') Condiciones de amplificacion (tamafio de amplicén)

94°C 3 min 1ciclo
blacry.m-s (grupo 9)

94°C 45 seg Coque et al., 2002
GTGACAAAGAGAGTGCAACGG 62°C 45seg 30ciclos (857 pb)
ATGATTCTCGCCGCTGAAGCC 72°C 45 seg

72°C 10 min 1ciclo

94°C 7 min 1 ciclo

blacry.m-ss (grupo 1)

. .
GTTACAATGTGTGAGAAGCAG ggog 4518 S s idlos Pagaa'oitf"t’))z 003
CCGTTTCCGCTATTACAAAC ceoe 1 P

68°C 5min 1ciclo

94°C 3 min 1 ciclo
blacrx.m-10 (grupo 10)

[o]
CCGCGCTACACTTTGTGGC ggog fé :g 35 ciclos C°q“(zzzalg)2002
TTACAAACCGTTGGTGACG & P
72°C 45 seg

72°C 10 min 1ciclo

94°C 5min 1 ciclo

bIaCTX-M—UNIVERSAL

94°C 30 seg
CGATGTGCAGTACCAGTAA 520C 30seg 35 ciclos BatChe(';:t ZI) 2005
TTAGTGACCAGAATCAGCGG 72°C 1 min P

72°C 5min 1ciclo

95°C 3 min 1ciclo
blacuy

95°%C 30 seg Stapleton et al., 1999
GATTCCTTGGACTCTTCAG 55°C 30seg 30 ciclos (1807 pb)

TAAAACCAGGTTCCCAGATAGC 72°C 30seg

72°C 3 min 1ciclo

La busqueda de beta-lactamasas de tipo AmpC se llevd a cabo siguiendo la
metodologia propuesta por Pérez-Pérez y Hanson (2002). Esta consiste en una PCR multiplex
que amplifica varios tipos de genes codificantes de estas beta-lactamasas, asi como varias de

sus variantes.
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Tabla 8.- Secuencia nucleotidica de los cebadores para la deteccidn de variantes de beta-lactamasas de

tipo AmpC (Pérez-Pérez & Hanson, 2002).

Beta-lactamasas amplificadas

Cebadores (secuencia 5’ 2 3’)

Tamarfio de amplicon

MOX-1, MOX-2, CMY-1, CMY-8 a

MOXM

CMY-11 GCTGCTCAAGGAGCACAGGAT 520 pb
CACATTGACATAGGTGTGGTGC
CIT™

LAT-1 a LAT-4, CMY-2 a CMY-7, 462 ob

BIL-1 TGGCCAGAACTGACAGGCAAA P
TTTCTCCTGAACGTGGCTGGC
DHAM

DHA-1, DHA-2 AACTTTCACAGGTGTGCTGGGT 405 pb
CCGTACGCATACTGGCTTTGC
AACM

AAC AACAGCCTCAGCAGCCGGTTA 346 pb
TTCGCCGCAATCATCCCTAGC
EBCM

MIR-1T; ACT-1 TCGGTAAAGCCGATGTTGCGG 302 pb
CTTCCACTGCGGCTGCCAGTT
FOXM

FOX-1 a FOX-5b 190 pb

ACATGGGGTATCAGGGAGATG
CAAAGCGCGTAACCGGATTGG

Condiciones de amplificacién: desnaturalizacidn inicial (942C, 3 min); 25 ciclos (949C, 30 seg; 642°C, 30
seg; 722C, 1 min) y elongacidn final (722C, 7 min).

El pool de PCR fue preparado segun las indicaciones propuestas en el articulo original;

asi, la concentracidn de primers fue variable (0,4 — 0,6 uM).

Tabla 9.- Reactivos y cantidades afadidas al realizar la PCR Multiplex para la detecciéon de beta-

lactamasas de tipo AmpC (Pérez-Pérez & Hanson, 2002).

Volumen por tubo

Concentracion final de
reaccion

Componentes Concentracidn stock
Cebadores (Sigma

Aldrich)*

CITM-F, CITM-R 25 uM

DHAM-F, DHAM-R 25 uM

MOXM-F, MOXM-R 25 uM

EBCM-F, EBCM-R 25 uM

AACM-F, AACM-R 25 uM

FOXM-F, FOXM-R 25 uM

1,2 pl/cu
1,2 pl/cu
1,2 pl/cu
1 pl/cu
1 ul/cu
0,8 ul/cu

0,6 uM
0,6 uM
0,6 uM
0,5 uM
0,5 uM
0,4 uM
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Tabla 9 (continuacion).

Concentracion final de

Componentes Concentracion stock Volumen por tubo L
reaccion

Tampon de reaccién

NH," (Bioline) 10X 5l 1X

MgCl, (Bioline) 50 mM 1,5 ul 1,5mM

dNTPs (Bioline) 10 mM 1ul 0,2 mM

BIOTAQ™ DNA

polimerasa (Bioline) 5 U/ul 0,3 ul 0,03 u/ul

DNA - 10 pl -

Agua miliQ estéril - Hasta 50 pl

1
/cu: por cada uno

Tabla 10.- Cebadores empleados y condiciones de amplificacién de PCR de genes relacionados con la

resistencia quinolonas.

Referencia

Cebadores ( secuencia 5’ 23’) Condiciones amplificacion S ..
(tamafio amplicon)

92°C 3 min 1ciclo

gyrA

92°C 30 seg Griggs et al., 1996
TGTCCGAGATGGCCTGAAGC 63°C 1 min 30 ciclos (347 pb)
TACCGTCATAGTTATCCACG 72°C 1 min

72°C 3 min 1ciclo

95°C 5 min 1ciclo
parC

95°C 1 min Griggs et al., 1996
CTATGCGATGTCAGAGCTGG 55°C 1min 32ciclos (350 pb)
TAACAGCAGCTCGGCGTATT 72°C 1,5 min

72°C 5 min 1ciclo

95°C 5 min 1 ciclo
qnrA

95°C 1 min Cattoir et al., 2007b
GGGTATGGATATTATTGATAAA 55°C 1 min 40 ciclos (650 pb)
CTAATCCGGCAGCACTATTA 72°C 1 min

72°C 7 min 1ciclo

94°C 5min 1ciclo
qnrB

94°C 45 seg Wang et al., 2008
GATCGTGAAAGCCAGAAAGG 53°C 45seg 35 ciclos (469 pb)
ACGATGCCTGGTAGTTGTCC 72°C 1 min

72°C 7min 1ciclo
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Tabla 10 (continuacidn).

Cebadores ( secuencia 5’ 23’)

Condiciones amplificacion

Referencia
(tamafio amplicon)

95%C 5 min 1 ciclo
qnrS

959C 1 min Cattoir et al., 2007b
AGTGATCTCACCTTCACCGC 559C 1 min 35 ciclos (550 pb)
CAGGCTGCAATTTTGATACC 72°C 1 min

72°C 7 min 1 ciclo

96°C 1 min 1 ciclo
gepA

96°C 1 min Yamane et al., 2008
GGACATCTACGGCTTCTTCG 60°C 1 min 30 ciclos (500 pb)
CAACTGCTTGAGCCCGTAG 72°C 1 min

72°C 5 min 1 ciclo

95°C 10 min 1 ciclo
O0gXxA

94°C 1 min Kim et al., 2009
CTCGGCGCGATGATGCT 56°C 2 min 30 ciclos (392 pb)
CCACTCTTCACGGGAGACGA 72°C 4 min

72°C 10 min 1 ciclo
0xB 95°C 10 min 1 ciclo

o . .

TTCTCCCCCGGCGGGAAGTAC 94°C Lmin . Kim et al., 2009
CTCGGCCATTTTGGCGCGTA >6°C 2min 30 ciclos (512 pb)

72°C 4 min

72°C 10 min 1 ciclo

Tabla 11.- Cebadores empleados y condiciones de amplificacién de PCR de genes relacionados con la

resistencia a tetraciclinas.

Cebadores ( secuencia 5’ 23’)

Condiciones amplificacion

Referencia
(tamafio amplicon)

Tet(A)

GTAATTCTGAGCACTGTCGC
CTGCCTGGACAACATTGCTT

95°C
95°C
62°C
72°C

72°C

5 min

30 seg

1 ciclo

30seg 23ciclos

45 seg

7 min

1 ciclo

Guardabassi et al., 2000
(937 pb)
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Tabla 11 (continuacion).

Cebadores ( secuencia 5’ 23’)

Condiciones amplificacion

Referencia
(tamarfio amplicén)

959C 5 min 1 ciclo

Tet(B)

95°%C 30 seg Guardabassi et al., 2000
CTCAGTATTCCAAGCCTTTG 57°C 30seg 25ciclos (416 pb)
CTAAGCACTTGTCTCCTGTT 72°C 20 seg

72°C 7 min 1 ciclo

95° 5 min 1 ciclo
Tet(C)

95°%C 30 seg Guardabassi et al., 2000
TCTAACAATGCGCTCATCGT 62°C 30seg 30ciclos (570 pb)
GGTTGAAGGCTCTCAAGGGC 72°C 20 seg

72°C 7 min 1 ciclo

95%C 5 min 1 ciclo
Tet(D)

95°%C 30 seg Guardabassi et al., 2000
ATTACACTGCTGGACGCGAT/ 57°C 30seg 25ciclos (1104 pb)
CTGATCAGCAGACAGATTGC 72°C 20 seg

72° 7 min 1 ciclo

95°%C 5min 1ciclo
Tet(E)

95°%C 30 seg Guardabassi et al., 2000
GTGATGATGGCACTGGTCAT 62°C 30seg 23ciclos (1179 pb)
CTCTGCTGTACATCGCTCTT 72°C 45 seg

72°C 7 min 1 ciclo

94°C 1 min 1 ciclo
Tet(G)

94°C 1 min Guardabassi et al., 2000
TTTCGGATTCTTACGGTC 559C 30seg 30 ciclos (840 pb)
TCCTGCGATAGAGCTTAGA 72°C 2 min

72°C 10 min 1 ciclo
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Tabla 12.- Cebadores empleados y condiciones de amplificacién de PCR de genes relacionados con la

resistencia a cloranfenicol.

Cebadores ( secuencia 5’ 23’)

Condiciones amplificacion

Referencia
(tamafio amplicon)

95°C 3 min 1 ciclo
catA

95%C 1 min Sunde et al., 2006
GGTGAGCTGGTGATATGG 48°C 1min 23 ciclos (209 pb)
GGGATTGGCTGAGACGA 72°C 1 min

72°C 5 min 1 ciclo

94°C 5 min 1 ciclo
cmlA

94°C 1 min Saenz et al., 2004
TGTCATTTACGGCATACTCG 55°C 1min 30 ciclos (455 pb)
ATCAGGCATCCCATTCCCAT 72°C 1 min

72°C 7 min 1 ciclo

94° 5 min 1 ciclo
floR

94°C 30 seg Ng et al., 1999
CACGTTGAGCCTCTATAT 55°C 30seg 30ciclos (868 pb)
ATGCAGAAGTAGAACGCG 72°C 1 min

72°C 5 min 1 ciclo

Tabla 13.- Cebadores empleados y condiciones de amplificacién de PCR de genes relacionados con la

resistencia a aminoglucdsidos.

Cebadores (secuencia 5'>3’)

Condiciones de amplificacion

Referencia
(Tamafio amplicén)

. . 94°C 5 min 1 ciclo
aac(3)-1 (resistencia a
gentamicina) 94°C 30 seg Van de Klundert y Vliegenthart,
60°C 45seg 32ciclos 1993
ACCTACTCCCAACATCAGCC 229 2 min (169 pb)
ATATAGATCTCACTACGCGC
72°C 8 min 1 ciclo
. . 94°C 5 min 1 ciclo
aac(3)-1l (resistencia a
gentamicina) 94°C 30 seg Van de Klundert y Vliegenthart,
60°C 45seg 32ciclos 1993
ACTGTGATGGGATACGCGTC 229 2 min (237 pb)
CTCCGTCAGCGTTTCAGCTA
72°C 8 min 1 ciclo
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Tabla 13 (continuacion).

Cebadores (secuencia 5'>3’)

Condiciones de amplificacion

Referencia
(Tamarfio amplicon)

94°C 5 mi 1 cicl
aac(3)-1V (resistencia a min ciclo
gentamicina y apramicina) 94°C 30 seg Van de Klundert y Vliegenthart,
60°C 45seg 32ciclos 1993
CTTCAGGATGGCAAGTTGGT 22°C 2 min (286 pb)
TCATCTCGTTCTCCGCTCAT
72°C 8 min 1 ciclo
94°C 5 mi 1 cicl
aph(3’)-la (resistencia a min ciclo
K -
anamicina) 94°C 30 seg Maynard et al., 2003
ATGGGCTCGCGATAATGTC 50°C 30seg 30 ciclos (600 pb)
o .
CTCACCGAGGCAGTTCCAT 72°C 1,5 min
72°C 8 min 1 ciclo
94°C 5 mi 1 cicl
aph(3’)-lla (resistencia a min ciclo
K -
anamicina) 94°C 30 seg Maynard et al., 2003
GAACAAGATGGATTGCACGC 50°C 30seg  30ciclos (680 pb)
o ;
GCTCTTCAGCAATATCACGG 72°C 1,5 min
72°C 8 min 1 ciclo
aac(6 )_.Ib. (re5|stenC|_a_a 94°C 5 min 1 ciclo
tobramicina, kanamicina y
amikacina)
94°C 45
S50C 45508 34 cicos Park et al., 2006
TTGCGATGCTCTATGAGTGGCTA o mii (500 pb)
CTCGAATGCCTGGCGTGTTT
o . .
* CGTCACTCCATACATTGCAA 72°C &min - 1cico
. . . 94eC 5 mi 1 cicl
aadA (1 6 2) (resistencia a min cielo
estreptomicina) 94eC 1 min Madsen et al., 2000
GCAGCGCAATGACATTCTTG 602C  1min 35 ciclos (282pb)
° .
ATCCTTCGGCGCGATTTTG 722C 1 min
72°C 8 min 1 ciclo
0 . .
aadA>5 (resistencia a 95%C 5 min 1 ciclo
estreptomicina) 95eC 1 min Wei et al., 2009
CTTCAGTTCGGTGAGTGGE 559C 1 min 35ciclos (453pb)
° .
CAATCGTTGCTTTGGCATAT 722C 1 min
72°C 10 min  1ciclo
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Tabla 13 (continuacidn).

Referencia

Cebadores (secuencia 5'>3’) (Tamafio amplicén)

Condiciones de amplificacion

. . 94°C 5 min 1 ciclo
strA-strB (resistencia a

estreptomicina)

94°C 1 min Curiao et al., 2008
. : .
ATTCTGACTGGTTGCCTGTC 2202 ; 2:: 35 ciclos (1562pb)
TAGATCGCGTTGCTCCTCTT

72°C 8 min 1 ciclo

95°C 5 min 1 ciclo
armA (resistencia a amikacina)

95°C 1 min Ma et al; 2009
AGGTTGTTTCCATTTCTGAG 54°C 1 min 35 ciclos (591 pb)
TCTCTTCCATTCCCTTCTCC 72°C 1 min

72°C 10 min 1 ciclo

95°C 5 min 1 ciclo
rmtB (resistencia a amikacina)

95°C 1 min Ma et al; 2009
CCCAAACAGACCGTAGAGGC 54°C 1 min 35 ciclos (585 pb)
CTCAAACTCGGCGGGCAAGC 72°C 1 min

72°C 10 min 1 ciclo

*cebador empleado para secuenciar el amplicon.

Tabla 14.- Cebadores empleados y condiciones de amplificacién de PCR de genes relacionados con la

resistencia a sulfamidas.

Referencia

Cebadores (secuencia 5’ 23’) (tamafio amplicén)

Condiciones amplificacion

94°C 5 min 1 ciclo
sull

94°C 30 seg
TGGTGACGGTGTTCGGCATTC 63°C 30seg 30ciclos
GCGAGGGTTTCCGAGAAGGTG 72°C 1 min

Mazel et al.; 2000
(789 pb)

72°C 8 min 1 ciclo

94°C 5 min 1 ciclo

sul2

942C 30seg Maynard et al., 2003
CGGCATCGTCAACATAACC 50°C 30seg 30ciclos (722pb)
GTGTGCGGATGAAGTCAG 72°C 1,5 min

72°C 8 min 1 ciclo
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Tabla 14 (continuacion).

Referencia

Cebadores (secuencia 5’ 23’) Condiciones amplificacion e iy
(tamarfio amplicén)

94°C 5 min 1 ciclo

sui3 94°C 1 min Perreten y Boerlin, 2003
O H .
GAGCAAGATTTTTGGAATCG 51%C 1min 30 ciclos (792 pb)
72°C 1 min

CATCTGCAGCTAACCTAGGGCTTTGGA

72°C 5 min 1 ciclo

Tabla 15.- Cebadores empleados y condiciones de amplificacién de PCR de genes relacionados con la

resistencia a trimetoprim.

Referencia

Cebadores (secuencia 5'>3’) Condiciones de amplificacion (Tamafio amplicon)

dfrA1l, dfrA5, dfrA15, dfrA15b,

o . .
dfrA16, dfrA16b (cebadores 94%C 5 min 1 ciclo

Dfria) 94°C 1 min Navia et al., 2003
0, . .

GTGAAACTATCACTAATGG g;og 1 m:: 30 ciclos (474 pb)

TTAACCCTTTTGCCAGATTT

72°C  7min 1 ciclo

o . .
dfrA7, dfrA17 (cebadores DfrVIl) 94%C 5 min 1 ciclo

o . .
momeao M€ 0 ot 202
TTAGCCTTTTTTCCAAATCT .

72°C 1 min

72°C 7 min 1 ciclo
dfrA12, dfrA13 (cebadores 942C 5 min 1 ciclo
DfrXIl)

942C 1 min Navia et al. 2003
GGTGSGCAGAAGATTTTTCGC 602C 1 min 30ciclos (319 pb)
TGGGAAGAAGGCGTCACCCTC 72°C 1 min
S=Go6C

72°C 7 min 1 ciclo

0 . .
dfrA14, dfrA6 (cebadores Dfrlb) 948C 5 min 1 ciclo

. . .
GAGCAGCTICTITTIAAAGC Zgog 1 o cidlos Na"'(aa;;alb)zoos
TTAGCCCTTTICCAATTTT . . P

72°C 1 min

|I= desoxiinosina

72°C 7 min 1 ciclo
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Tabla 15 (continuacidn).

Referencia

Cebadores (secuencia 5'>3’) Condiciones de amplificacién - .
(Tamafio amplicon)

o . .
dfrB1, dfrB2, dfrB3 (cebadores 94°C 5 min 1 ciclo

dfrll) 94°C 1 min Navia et al. 2003
O 1 i
GATCACGTGCGCAAGAAATC 60°C  1min 30 ciclos (141p0)
72°C 1 min

AAGCGCAGCCACAGGATAAAT
72°C 7 min 1 ciclo

6.2.- Estudio de los entornos genéticos de beta-lactamasas tipo BLEEs y

AmpC.

Se estudiaron los entornos genéticos de aquellos genes codificantes de BLEE y AmpC

encontradas a lo largo del estudio segln se detalla a continuacion.

Tabla 16.- Secuencia nucleotidica de los cebadores de PCR para caracterizar el entorno genético de

BLEEs de tipo CTX-M.

Cebadores (secuencia 5'>3’) Condiciones de amplificacion Re{‘erenaa. .
(Tamafio amplicén)

sull-orf513(ISCR1) 94°C 5 min 1 ciclo

(1) sul1-F: 94°C 1 min Lartigue et al., 2004

TGGTGACGGTGTTCGGCATTC 60°C 1min 30 ciclos (2120 pb)

(2) orf513-D3: 72°C 1 min

CTCACGCCCTGGCAAGGTTT

72°C 5 min 1 ciclo

orf513 (ISCR1) 942C 5 min 1 ciclo

(3) orf513-D5: 942C 1 min Lartigue et al., 2004
CTTTTGCCCTAGCTGCGGT 562C 1min 35 ciclos (594 pb)

(2) orf513-D3: 72°C 1 min

CTCACGCCCTGGCAAGGTTT

72°C 5 min 1 ciclo

orf513-blacrym 94°C 5 min 1 ciclo

(3) orf513-D5: 942C 1 min Lartigue et al., 2004
CTTTTGCCCTAGCTGCGGT 582C 1min 35 ciclos (1600 pb)

(4) MA3(CTX-M): 72°C 1 min

ACYTTACTGGTRCTGCACATA

72°C 5 min 1 ciclo
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Tabla 16 (continuacion).

Cebadores (secuencia 5'>3’)

Condiciones de amplificacion

Referencia
(Tamafio amplicén)

94°C 5 mi 1 cicl
blacry-0rf1005 (1S3000) min cielo
0 .
(5) MOrlower: GAGAATCATCGCCGAAGGG - 1 min . Eckert et al., 2004
552C 1 min 30ciclos (1729 pb)
(6) Orf1005-R: 229C 3 min
ATCCATAATAGCATCCATCAT B
72°C 5 min 1 ciclo
orf1005 (1S3000) 949C 5 min 1 ciclo
(7) Orf1005int- 949C 1 min Brifias (tesis doctoral) 2005
F:TGGGTATCGGTTGAGAGCACA 682C 30seg 30ciclos (469 pb)
(8) Orf1005int-R: 72°C 1 min
CAATCCAGAAGCCGTTCCCA
72°C 10 min 1 ciclo
94°C 3min  1cicl
ISEcp1- blacrya min cdlo
o .
(9) ISEcp1U2: AATACTACCTTGCTTTCTGA 4. 30seg . Saladin et al,, 2002
559C 30seg 30ciclos (831 pb)
(10) MA3(CTX-M): 22%C 304
ACYTTACTGGTRCTGCACAT - &
72°C 7 min 1 ciclo
94°C 3 min 1 ciclo
1526- blacrw Saladin et al.,, 2002
942C 30 sseg Brifias (tesis doctoral), 2005
(11) IS26U: AGCGGTAAATCGTGGAGTGA 559C 30seg 30ciclos (538 pb) !
(12) MA3(1S26): CGCCATAACTTTACTGGTA 72°C 30 seg P
72°C 7 min 1 ciclo
blacry. - 15903
94°C 3 min 1 ciclo
(13) M9 1S903:
CTACGGCACCACCAATGATA 94°C 1 min Vinugc('t(s;tse;oﬁ’o 3::))42 010
(14) 1S903 r5’Eckert: 552C 1 min 30ciclos (320 pb) (991 b')
CATCATCCAGCCAGAAAGTT 72eC 1 min P P
(15) 1S903 reverse:
CGGTTGTAATCTGTTGTCCA 729C 7 min 1 ciclo
blacrym-orf4d77 942C 3 min 1 ciclo
(16) M3 int upp: 949C 1 min Eckert et al., 2004
TCACCCAGCCTCAACCTAAG 552C 1 min 30 ciclos (450 pb)
(17) ORF1 polM3: 72°C 1 min
GCSCCGACACCCTCACACCTa
72°C 7 min 1 ciclo

88



Material y Métodos

Tabla 16 (continuacidn).

Cebadores (secuencia 5’>3’) Cond/.c./ one.s’ de Re{‘erenc:a' ,
amplificacion (Tamafio amplicén)
94°C 1 min 1 ciclo

Tn1000-like — orf2
94°C 30 seg Oliver et al., 2005

(18) RYCE21-F1: CAGGACGCGGTATCACC 55°C 1 min 35ciclos (1500 pb)

(19) RYCE21-R1: GGCTGGGATGTCGCGTAAC 72°C 5 min
72°C 10 min 1 ciclo
94°C 1 min 1 ciclo

orf2 —orf4d
94°C 30 seg Oliver et al., 2005

(20) RYCE21-F2: GACATTTCCATCGAAGAGCC 55°C 1 min 35ciclos (2000 pb)

(21) RYCE21-R2: GCCGAGCGGATTAATCAGG 72°C 5 min
72°C 10 min 1 ciclo
94°C 1 min 1 ciclo

orf4 — DNA invertasa
949C 30seg Oliver et al., 2005

(22) RYCE21-F3: CCCATGAGCCCGCTTACG 552C 1min 35ciclos (1100 pb)

(23) RYCE21-R3: GAGCCACAAAGTGTAGCGC 72°C 5 min
72°C 10 min 1 ciclo
94°C 3 min 1 ciclo

DNA invertasa — blacrx-m-10
94°C 1 min Oliver et al., 2005

(24) CTX-M-F8: CCGCGCTACACTTTGTGGC 55°C 1 min 35ciclos (1000 pb)

(25) CTX-M-R3: TTACAAACCGTCGGTGACG 72°C 1 min
72°C 5 min 1 ciclo
94°C 3 min 1 ciclo

blacry-m-10 — orf7
94°C 1 min Oliver et al., 2005

(26) RYCE21-F4: CCCAACCTAAGGCAGAAAG 582C 1min 35ciclos (600 pb)

(27) RYCE21-R4: ATCGACAAGGTCATGCTGATG 72°C 1 min
72°C 5 min 1 ciclo
94°C 3 min 1 ciclo

blacrym-10— orf8
94°C 1 min Oliver et al., 2005

(26) RYCE21-F4: CCCAACCTAAGGCAGAAAG 582C 1min 35ciclos (1000 pb)

(28) RYCE21-R5: CCATGCTGTTTTCCGTAGTAC 72°C 1 min
72°C 5 min 1 ciclo
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Tabla 16 (continuacion).

Condiciones de Referencia

Cebadores (secuencia 5'>3') amplificacion (Tamafio amplicén)

(o H .
b/aCT)(_M_lo —154321 94°C 1 min 1 ciclo

Oliver et al., 2005

98°C 5 seg (2200 pb)

(26) RYCE21-F4: CCCAACCTAAGGCAGAAAG 63°C 15 min 30 ciclos

(29) RYCE21-R6: CTCGCTTACTAATTCCCAGC
72°C 10 min 1 ciclo

94°C 1 mi 1 cicl
b/aCT)(_M_lo - Orflo min CIClO

98°C 5 seg Oliver et al., 2005

(26) RYCE21-F4: CCCAACCTAAGGCAGAAAG . . . (2700 pb)
(30) RYCE21-R7: GGGTTCTGTCACCCTGAC 68°C  15min 30 ciclos

72°C 10 min 1 ciclo
orf10— 1S5 94°C 1 min 1 ciclo

98°C 5seg Oliver et al., 2005
(31) RYCE21-F5: GCTGAATGTGGACTATGTC ~ 68°C  15min 30 ciclos (2600 pb)

(32) RYCE21-R8: GCACGATCATTCCTGATAC
72°C 10 min 1 ciclo

®Y=Co T; R= A 0 G; S=C 0 G. El niUmero que define el cebador es el otorgado para su localizacién en la
Figura 22.
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Figura 22.- Posibles entornos genéticos de los genes blacry.m Y blacyy Y posicion de los cebadores utilizados para su estudio.
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Material y Métodos

6.3. Deteccidn de los entornos genéticos para los genes sul2 y sul3.

La caracterizacion molecular del entorno del gen sul2 se realizd empleando los

siguientes cebadores

Tabla 17.- Cebadores empleados en la caracterizacidn del entorno genético del gen sul2.

Cebadores (secuencia 5’2 3’) Referencia

1 strA-F ATTCTGACTGGTTGCCTGTC Curiao et al., 2008

2 strA-R CGCAGATAGAAGGCAAGG Bean et al., 2009

3 strB-F TTCTCATTGCGGACAACCT Bean et al., 2009

4 strB-R TAGATCGCGTTGCTCCTCTT Curiao et al., 2008

5 repC-F AAGAACAAGCACAGCCTCAG Curiao et al., 2008

6 repC-R CCGGGTGATGTCGTACTTG Curiao et al., 2008

7 tnpB-F TATGTGCAACGGGAATTTGA Curiao et al., 2008

8 tnpB-R ACTATAGGGTCTTCAATGCA Curiao et al., 2008

9 strB-Rnew AAGAGGAGCAACGCGATCTA Vinué (tesis doctoral), 2010
10 strA-Fnew GACAGGCAACCAGTCAGAAT Vinué (tesis doctoral), 2010
11 IS26Urev TCACTCCACGATTTACCGCT Vinué (tesis doctoral), 2010
12 Sul2-F CGGCATCGTCAACATAACC Maynard et al., 2003

13 Sul2-R GTGTGCGGATGAAGTCAG Maynard et al., 2003

13 1 2 3 4 7
— — > — > — —> —> <«
10 9 11

<« —> <«
Genes Cebadores Tamafio amplicon
StrA-strB 1-4 1562 pb
sul2-strA-strB 12-4 2378 pb
sul2-strA 12-2612-10 1631 pb /906 pb
repC 5-6 821 pb
repC-sul2 5-13 1328 pb
tnpB 7-8 1226 pb
strB-tnpB 3-7 1928 pb
strB-1S26 3-11 702 pb

Condiciones de amplificacién: desnaturalizacion inicial (94°C, 5min); 35 ciclos (94°C, 1min; 55°C, 1min y
65°C, 8min) y elongacion final (72°C, 8min).
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Se realizd la caracterizacién molecular del entorno del gen su/3 siguiendo el esquema:

Tabla 18.- Cebadores empleados en la caracterizacién del entorno genético del gen sul3.

Cebadores (secuencia 5’2 3’) Referencia
1 gacl-F TGAAGAACTGGCTCTTTCTGG Vinué (tesis doctoral), 2010
2 gacl-R CGCTGACCTTGGATAGCAG Vinué (tesis doctoral), 2010
3 aadA-Fnew  GCCATGGATTCACCAAGT Vinué (tesis doctoral), 2010
4 Sul3-R CATCTGCAGCTAACCTAGGGCTTTGGA Perreten and Boerlin, 2003
5 Sul3-F GAGCAAGATTTTTGGAATCG Perreten and Boerlin, 2003
6 Sul3-F new GCACCAACTCTTGCAGCA Vinué (tesis doctoral), 2010
7 MefBi-F ATGAACAGAATAAAAAATTG Liu et al., 2009
8 MefBi-R AAATTATCATCAACCCGGTC Liu et al., 2009
9 MefBi-Rinv  GACCGGGTTGATGATAATTT Vinué (tesis doctoral), 2010
10 IS26-U rev TCACTCCACGATTTACCGCT Vinué (tesis doctoral), 2010

1y & =N < By L &

EN < <
Genes Cebadores Tamafio amplicon
gacl 1-2 324 pb
gacl- sul3 1-5 2299 pb
3-4 1538 pb

mef(B) 7-8 1229 pb
sul3-mef(B) 4-9 2545 pb
mef(B)-1S26 8-10 2235 pb
sul3-1S26 4-10 4763 pb

Condiciones de amplificacidén: desnaturalizacion inicial (94°C, 5min); 35 ciclos (94°C, 1min; 55°C, 1min y
65°C, 8min) y elongacion final (72°C, 8min).

6.4.- Estudio del entorno genético del gen de resistencia a quinolonas gnrS1.

Se estudid el entorno genético del gen de resistencia a quinolonas gnrS1 mediante

PCR y secuenciacidon de los amplicones obtenidos. Los cebadores utilizados asi como las

condiciones de amplificacidn y las combinaciones realizadas se detallan a continuacidn:
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Tabla 19.- Cebadores empleados para caracterizar el entorno genético del gen de resistencia a

quinolonas gnrS1 (Figura 23).

Cebadores (5’2 3’) Referencia
1 LAP-1F CAATACAAAGCACAGAAGACC Poirel et al., 2007
2 LAP-1R CCGATCCCTGCAATATGCTC Poirel et al., 2007
3 orfB-B CAGCAGTCCTGCGCGAAGG Poirel et al., 2007
4 213A GCTTCAGCCTCAGCGTCAAG Poirel et al., 2007
5 213B CGATGAATCAGGCTCCAGTC Poirel et al., 2007
6 gnrS-5’ext GCGAATGAATGTGCAAGCGG Poirel et al., 2007
7 gnrS-3’ext GAACTCGACGGTTTAGATCC Poirel et al., 2007
8 Mob-1F TTCTCCCGTTGCATAAGACC Este trabajo
9 Mob-1R TTACTGAGGCGCTGGAAAAC Este trabajo
10 Mob-2F CTGACTCTGCCACCACAGAA Este trabajo
11 Mob-2R TTTGCCGAACAGGACTTACC Este trabajo
12 Mob-3R TGGGTAACTGAAGACGAGCA Este trabajo
13 gnrS-F TAAATTGGCACCCTGTAGGC Garcia-Fernandez et al; 2009
14 ColEry-R GGTTTACCGGTGTCATTCC Garcia-Fernandez et al; 2009
Genes Cebadores Tamafio del amplicon
blaap.1° 1-2 800 pb
213° 4-5 500 pb

b 4-7 3000 pb
213 + gnrS1 5.7 3000 pb
orfB + qnrs1° 3-6 1300 pb
mobA-mobB® 8-9 700 pb
mobA® 10-11 800 pb
mobA + mobC’ 10-12 1300 pb
colEq, + gnrs1” 13-14 2751 pb
Plasmido completo® 6-7 >10000 pb

5-6 (110000 pb
9-5 3500 pb

®Condiciones de PCR: desnaturalizacién inicial (94°C, 7min); 30 ciclos (94°C, 1min; 57°C, 1min y 72°C,
1min) y elongacién final (72°C, 5min).

®Condiciones de PCR: desnaturalizacién inicial (94°C, 5min); 35 ciclos (94°C, 1min; 55°C, 1min y 65°C,
8min) y elongacion final (72°C, 8min).

‘Condiciones de PCR: desnaturalizacién inicial (94°C, 1min); 30 ciclos (98°C, 10seg y 68°C, 15min) y
elongacidn final (72°C, 10min). Utilizamos la enzima TaKaRa La Taq (TM, Takara Bio Inc.).

En el caso de fragmentos de gran tamafio (>3-5kb) se empled la DNA polimerasa
TaKaRa La Taq (TM, Takara Bio Inc.) que se utilizd con los reactivos proporcionados por el

fabricante (salvo los cebadores) en las concentraciones indicadas a continuacion.

96



Material y Métodos

Componentes (distribuidor)

Concentracion stock

Volumen por

Concentracion final de reaccion

tubo
Cebador "forward" (Sigma) 25 uM 1l 0,5 uM
Cebador "reverse" (Sigma) 25 uM 1l 0,5 uM
Tag-Takara LA (Takara) 5 U/ul 0,5 pl 2,5U
Buffer Il (Takara) 10X 5 ul 1X
MgCl, (Takara) 25 mM 5ul 2,5 mM
dNTPs mix (Takara) 2,5mM 8 ul 0,4 mM
DNA - 20 pl -
Agua miliQ estéril - Hasta 50 pl -

Las condiciones de amplificacién cuando se uso la Tag-Takara polimerasa dependieron

de la pareja de cebadores elegida y del tamafio de amplicén deseado. Se testaron las

siguientes condiciones:

A) Condiciones de amplificacion para fragmentos de 2000 pb a 3000 pb:

desnaturalizacion inicial (94°C, 1min); 30 ciclos (94°C, 30 seg; 55°C, 1 min y 72°C, 3min) y

elongacion final (72°C, 10min).

B) Condiciones de amplificacion para fragmentos >3000 pb: desnaturalizacion inicial

(94°C, 1min); 30 ciclos (98°C, 5 seg y 68°C, 15 min) y elongacidn final (72°C, 10min).
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6.5.- Estudio de integrones y promotores.

Se estudid la presencia de integrones de tipo 1, 2 y 3 mediante la deteccién por PCR
de los genes codificantes de las integrasas de clase 1, 2 y 3 (int/1, intl2, intl3). Se estudiaron
ademas la regidn 3’-conservada (qacEA1-sull) y la region variable de los integrones de clase 1
detectados. Los cebadores y las condiciones de amplificacién de PCR, asi como el tamafio del

amplicén estan descritos en la Tabla 20.

Tabla 20.- Cebadores empleados y condiciones de amplificacion de PCR para el estudio de integrones.

Referencia

Cebadores (secuencia 5'>3’) Condiciones de amplificacion (Tamafio amplicén)

94°C 5 min 1 ciclo
Intl1 (integrasa clase 1)

94°C 30 seg Mazel et al., 2000
GGGTCAAGGATCTGGATTTCG 62°C 30seg 30ciclos (483 pb)
ACATGGGTGTAAATCATCGTC 72°C 1 min

72°C 8 min 1 ciclo

94°C 5 min 1 ciclo

Region variable de integrén clase 1

94°C 1 min Levesque y Roy, 1993
o . . ;
GGCATCCAAGCAGCAAG 2?02 é ::: 35 ciclos (variable)
AAGCAGACTTGACCTGA

72°C 8 min 1 ciclo

94°C 5 min 1 ciclo

gacEAl + sull

94°C 30 seg Sdenz (tesis doctoral), 2004
o .
GGCTGGCTTTTTCTTGTTATCG g;’og 310:1?5 30 ciclos (1125 pb)
GCGAGGGTTTCCGAGAAGGTG

72°C 8 min 1 ciclo

94°C 5 min 1 ciclo
intl2 (integrasa clase 2)

94°C 30 seg Mazel et al., 2000
CACGGATATGCGACAAAAAGGT 62°C 30seg 30ciclos (788 pb)
GTAGCAAACGAGTGACGAAATG 72°C 1 min

72°C 8 min 1 ciclo

94°C 5 min 1 ciclo
Regidn variable de integrdén clase 2

94°C 1 min White et al., 2001
CGGGATCCCGGACGGCATGCACGATTTGTA 60°C 1 min 35 ciclos (variable)
GATGCCATCGCAAGTACGAG 72°C 6 min

72°C 8 min 1 ciclo
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Tabla 20 (continuacion).

Referencia

Cebadores (secuencia 5'>3’) Condiciones de amplificacion (Tamafio amplicén)

94°C 5 min 1 ciclo
intl3 (integrasa clase 3)

94°C 30 seg Mazel et al., 2000
GCCTCCGGCAGCGACTTTCAG 62°C 30seg 30ciclos (979 pb)
ACGGATCTGCCAAACCTGACT 72°C 1 min

72°C 8 min 1 ciclo

El estudio de integrones requirid en algunos casos una estrategia de "PCR walking-
primer", combinando distintos cebadores para amplificar y secuenciar de manera solapante y
lo mas completo posible el integréon. La eleccidn de los distintos cebadores dependié del
fenotipo y genotipo de resistencia a antibidticos del aislado, empleando cebadores de las
tablas anteriores (Tabla 7-Tabla 20) o nuevos disefios en base a descripciones previas de la

bibliografia como los siguientes [Vinué (tesis doctoral), 2010]:

intl-centro: CGAAATCCAGATCCTTGACCC (se une en el gen intl1).

sat-R: GAACCACGAATCGCATCTTT (se une en el gen que codifica una esterasa estX).

psp-R: ATATGTCGCCAGGTCGTAGC (se une en el gen que codifica una fosfoserina fosfatasa

psp)-

aad-rev: CAAGAATGTCATTGCGCTGC (se une en el gen aadA que confiere resistencia a

estreptomicina).

En aquellos integrones de interés se estudié el polimorfismo de los promotores (Pcy
P2) de los casetes génicos en los integrones de clase 1. Se amplificé el fragmento contenido

entre los genes intl1 y el primer casete génico situado inmediatamente después de int/1.

Para ello, se eligio el cebador Intl-centro y el correspondiente al casete génico y se
realizo la PCR. Las condiciones de amplificacién fueron: desnaturalizacion inicial (94°C, 5 min);
35 ciclos (94°C, 1 min; 55°C, 1 min y 65°C, 8 min) y elongacion final (72°C, 8 min).
Posteriormente, el amplicon fue secuenciado utilizando los mismos cebadores que los

empleados en la reaccién de PCR.
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La secuencia nucleotidica abajo descrita recoge la zona de amplificacién donde se
encuentra parte de la secuencia del gen de la integrasa 1, desde el cebador Intll-centro
(coloreado en fucsia), la secuencia codificante de la proteina ORF11 y la secuencia de la region

de los promotores.

CEAAATCEAGATEETTGABEEG CAGTTGCAAACCCTCACTGATCCGCATGCCCGTTCCATACA

GAAGCTGGGCGAACAAACGATGCTCGCCTTCCAGAAAACCGAGGATGCGAACCACTTCATCCGGGGT
CAGCACCACCGGCAAGCGCCGCGACGGCCGAGGTCTTCCGATCTCCTGAAGCCAGGGCAGATCCGTG
CACAGCACCTTGCCGTAGAAGAACAGCAAGGCCGCCAATGCCTGACGATGCGTGGAGACCGAAACCT
TGCGCTCGTTCGCCAGCCAGGACAGAAATGCCTCGACTTCGCTGCTGCCCAAGGTTGCCGGGTGACGC
ACACCGTGGAAACGGATGAAGGCACGAACCCAGTGGACA®TAAGCCTGTTCGGTTGGTAAGCTGTAA
TGCAAGTAGCGTATGCGCTCACGCAACTGGTCCAGAACCTTGACCGAACGCAGCGGTGGTAACGGCG
CAGTGGCGGTTTTCAT’ GGCTTGTTATGACTGTTTTTTTGTACAGT CTATGCCTCGGGCATCCAAGCA
GCAAGCGCGTTACGCCGTGGGTCGATGTTTGATGTTATGGAGCAGCAACGATGTTACGCAGCAGGGC

AGTCGCCCTAAAACAAAGTTAGCCAT

®Regiones -10 y -35 del promotor Pc; ®Codén de inicio del gen intl1; “Regiones -10 y -35 del promotor
P2. Los nucledtidos marcados en fucsia indican el cebador utilizado en este estudio (Intl1-centro) y los

nucleétidos subrayados corresponden a la regién que codifica para la proteina ORF11.

6.6.- CARACTERIZACION DE LA ISLA GENOMICA DE RESISTENCIA DE
Salmonella DE TIPO 1 (SGI1).

En aquellas cepas que portaban el gen de resistencia a ampicilina blapse.; se estudio
por PCR la presencia y estructura de la regién de resistencia de la Isla Gendmica tipica de

Salmonella Typhimurium (SGI1).

Tabla 21.- Cebadores empleados y condiciones de amplificacion de PCR para el estudio de SGI1.

, , Condiciones de Referencia
Cebadores (5> 3') amplificacion (Tamario de amplicén)
94°C 3 min 1 ciclo
thd-F: ACACCTTGAGCAGGGCAAAG 94°C 1 min Targant et al., 2010b
int: AGTTCTAAAGGTTCGTAGTCG 55°C 1min 30ciclos (500 pb)

72°C 1 min

72°C 5 min 1 ciclo
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Tabla 21 (continuacion).

, , Condiciones de Referencia
Cebadores (5’2 3') amplificacion (Tamario de amplicén)
94°C 3 min 1 ciclo
Intl1l-centro: 94°C 1 min ., .
B CGAAATCCAGATCCTTGACCC 55¢C 1min 30 Vinue (tes('gsdloci‘;ra')' 2010
aadArev: CAAGAATGTCATTGCGCTGC ciclos P
729C 1 min
72°C 5 min 1 ciclo
94°C 3 min 1 ciclo
c sulA1-F: AAGGATTTCCTGACCCTG 94°C 1 min Targant et al., 2010b
floRSGI-R: AAAGGAGCCATCAGCAGCAG 57°C 1 min 30ciclos (942 pb)
72°C 1 min
72°C 5 min 1 ciclo
94°C 3 min 1 ciclo
D floRSGI-F: TTCCTCACCTTCATCCTAC 94°C 1 min Targant et al., 2010b
tetR-R: TTGGAACAGACGGCATGG 55°C 1 min 30ciclos (598 pb)
72°C 1 min
72°C 5 min 1 ciclo
94°C 5 min 1 ciclo
£ tetR-F: GCCGTCCCGATAAGAGAGCA 94°C 1 min Targant et al., 2010b
tetG-R: GAAGTTGCGAATGGTCTGCG 56°C 1min 35ciclos (1560 pb)
65°C 8 min
72°C 8 min 1 ciclo
94°C 5 min 1 ciclo
r groELint-F: TTCTGGTCTTCGTTGATGCC 94°C 1 min Targant et al., 2010b
blaPSE-R: CATCATTTCGCTCTGCCATT 55°C 1 min 35ciclos (1338 pb)
65°C 8 min
72°C 8 min 1 ciclo
94°C 5 min 1 ciclo
¢ Sull-F: TGGTGACGGTGTTCGGCATTC 94°C 1 min \'/\2?;3 itti,'/" 22%%%
Orf5Q-R: AAGTGTCGACGTGGGTGAAT 55°C 1 min 35ciclos N

65°C 8 min (1411 pb)

72°C 8 min 1 ciclo
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Tabla 21 (continuacién).

, , Condiciones de Referencia
Cebadores (5"> 3') amplificacion (Tamario de amplicdn)
94°C 5 min 1 ciclo
Orf5Q-F: CCGCATATCTGCACAAGCTC 94°C 1 min
H  1S6100-R: GGTGATCGCTGCACCATAG 550C 1min 35 ciclos Verd(eltl‘;g“"k’))zoos
65°C 8 min P
72°C 8 min 1 ciclo
94°C 3 min 1 ciclo
| S044-F: TGACGAGCTGAAGCGAATTG 94°C 1 min Targant et al., 2010b
Int2SGI-R: AGCAAGTGTGCGTAATTTGG 55°C 1 min 30ciclos (515 pb)
72°C 1 min
72°C 5 min 1 ciclo
94°C 5 min 1 ciclo
J S044-F: TGACGAGCTGAAGCGAATTG 94°C 1 min Targant et al., 2010b
yidY-R: ACCAGGGCAAAACTACACAG 55°C 1 min 35ciclos (4758 pb)
65°C 8 min
72°C 8 min 1 ciclo

6.7.- ESTUDIO DE VIRULENCIA EN CEPAS DE Salmonella enterica

El estudio de genes de virulencia en las cepas de S. enterica serotipo Typhimurium se

llevdé a cabo por PCR. Se amplificaron genes de virulencia contenidos tanto en cromosoma

como en plasmidos de virulencia segun se indica en las Tabla 22 y Tabla 23.

Los genes de virulencia avrA, ssaQ, mgtC, spidD, sopB, spvC, sodC1, sopE1, bcfCy gipA,

codificantes de distintas funciones de virulencia en las cepas de S. enterica, se agruparon

segun la definicion de virulotipo (Huehn et al., 2010), estableciendo para cada cepa un perfil

de virulencia de acuerdo a estos genes.
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Figura 25.- Esquema de la regién de resistencia de SGI1 mapeada por PCR (adaptado de Targant et al., 2010).
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Tabla 22.- Cebadores empleados y condiciones de amplificacién de PCR para el estudio de genes de

virulencia localizados en islas de patogeneicidad (SPIs) en S. enterica.

Gen SPI /Localizacion Cebadores (5’ 23’) (Tamal;egi!,:z%i) licén)
. TGCCTACAAGCATGAAATGG/ Stone et al., 1994
invE/A SPI1/Cromosoma AAACTGGACCACGGTGACAA (500 pb)
orad SPI1/Cromosoma GATAAGGCGAAATCGTCAAATG/ Soto et al., 2006
g GTAAGGCCAGTAGCAAAATTG (540 pb)
avrA SPI1/Cromosoma CCTGTATTGTTGAGCGTCTGG/ Huehn et al., 2010
AGAAGAGCTTCGTTGAATGTCC (422 pb)
HrC $PI12/Cromosoma GTGGGCGGTACAATATTTCTTTT/ Soto et al., 2006
TCACGAATAATAATCAGTAGCGC (920 pb)
ssaQ $PI2/Cromosoma GAATAGCGAATGAAGAGCGTCC/ Soto et al., 2006
CATCGTGTTATCCTCTGTCAGC (677 pb)
Martinez (tesis
GCTCGACAAGCGAGGAGAAC/
sugR SP13/Cromosoma CGCTGGTATTGACGCCAGAC doctoral), 2007
(850 pb)
Martinez (tesis
TGGAGCGTATCCGCGATATTC/
rhum SPI3/Cromosoma AACCGGCGATATCCTTCTCAC doctoral), 2007
(546 pb)
Martinez (tesis
TTTCCTGACAGCGCAGTACGG/
rmbA SPI3/Cromosoma CCGETAAACAAGCGGTGCATC doctoral), 2007
(359 pb)
misL $PI3/Cromosoma GACGTTGATAGTCTGCCATCCAG/ Soto et al., 2006
CAATGCCGCCAGTCTCCGTGC (986 pb)
matc $PI3/Cromosoma TGACTATCAATGCTCCAGTGAAT/ Soto et al., 2006
g ATTTACTGGCCGCTATGCTGTTG (655 pb)
<pidR $PI4/Cromosoma GATATTTATCAGTCTATAACAGC/ Soto et al., 2006
P ATTCTCATCCAGATTTGATGTTG (1269 pb)
spidD SPI4/Cromosoma GAATAGAAGACAAAGCGATCATC/ Soto et al., 2006

GCTTTGTCCACGCCTTTCATC

(1231 pb)
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Tabla 22 (continuacion).

o ) o Referencia
Gen SPI /Localizacion Cebadores (5’ 23’) (Tamafio de amplicon)
GATGTGATTAATGAAGAAATGCC Soto et al., 2006
sopB SPI15/Cromosoma / otoet at.,

GCAAACCATAAAAACTACACTCA (1170 pb)

Martinez (tesis
doctoral), 2007
(575 pb)

GATATTCCCGAACATGCACCAAAC/

pipA  SPI5/Cromosoma TAGACCATTCTGGGAGGTGAAGG

Condiciones de amplificacion: desnaturalizacion inicial (94°C, 5 min); 30 ciclos (95°C, 1 min; 60°C, 1 min

y 72°C, 2 min) y elongacidn final (72°C, 5 min).

Tabla 23.- Cebadores empleados y condiciones de amplificacion de PCR para el estudio de genes de

virulencia localizados en cromosoma y plasmidos de virulencia en S. enterica.

Funcion/ Referencia
Gen L Cebadores (5’2 3’) 7(°C)" (Tamario de
Localizacion L.
amplicén)
o L oo o
p P GTATCGACCACCACGATGGTT
Cromosoma (229 pb)
o Enterotoxina TTGTCTCGCTATCACTGGCAACC/ " Praglegr gest al,
/Cromosoma AAACTGGACCACGGTACAA
(617 pb)
. Way et al,,
pinjez  Variacion defase/  CTAGTGCAAATTGTGACCGCA/ o0 afggsa
Cromosoma CCCATCGCGCTACTGGTATC
(236 pb)
oh E?eﬁtrzc/'on de TGCGTATTCTGTTTGTCGGTCC/ o0 Ba”mllge;;t al,
TACGTTCCCACCATTCTTCCC
Cromosoma (606 pb)
Replicacidn,
himA recombinacién y CGTGCTAACGCTCGCCTGTAT/ 60 Bej et al., 1994
regulacion / AGAGGTGGACGGGTTGCTGCCGTT (122 pb)
Cromosoma
aga  Fimbriaagregativa  TCCGGCCCCGGACTCAACG/ o Dori;;; al.
g / Cromosoma CAGCGCGGCGTTATACCG
(261 pb)
A f‘r:‘apc‘i;‘;'a"egsc/'a €M GCCAAAACTGAAGCTACAGGTG/ o0 G“e;ré'ogt al.
y & CGGCAGGTCAGCGTGTCGTG
Cromosoma (700 pb)
sefp Fimbrias/ TCAACTATTAAAGCACAAGAAC/ 0 Ba“mllge;; tal,
Cromosoma TTATAATTCAATTTCTGTCGC (374 pb)
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Tabla 23 (continuacién).

Funcién/ Referencia
Gen o Cebadores (5" 2 3’) 7(°C)" (Tamario de
Localizacion L.
amplicén)
codci S;s(;ztcelgff a CCAGTGGAGCAGGTTTATCG/ . He"‘;g%gt al,
GGTGCGCTCATCAGTTGTTC
Cromosoma (460 pb)
wopp;  Efectorspil/ CAGACCCGTGAAGCTATACT/ . Pasm;ggset al,
PE2 cromosoma AATGCTGTGGAGTCGGCAT
(347 pb)
Martinez (tesis
woppy  Efector SPI1/ CAGACATGCGAAGCCATATT/ . doctoral),
p Cromosoma AATTGTTGTGGCGTTGGCAT 2007
(347 pb)
befc Fimbrias/ AACAGAGACATTGCCTTCC/ e H”e;'g ﬁ)t al,
Cromosoma TTCTGATCGCCGCTATTCG
(467 pb)
Paiva de Sousa
. CCATCAACACAGTATAT/ y Dubreuil,
ast Toxina EASTL/ - GG 1CGCGAGTGACGGCTTTGT > 2001
(111 pb)
A Ruta Peyer/ ACGACTGAGCAGGCTGAG/ e H”e;'gl%t al.
gip Cromosoma TTGGAAATGGTGACGGTAGAC
(518 pb)
e Ivasividad/ ACTCCTTGCACAACCAAATGCGGA/ " Ch'lug‘é 60 ”'
P plasmido TGTCTTCTGCATTTCGCCACCATCA
(566 pb)
. . Guerraetal.,
rek Resistencia sérica/ TCGTTCTGTCCTCACTGC/ 60 2000
lasmid TCATAGCCCAGATCGATG
plasmido (474 pb)
. . Guerraetal.,
pefA Fimbrias/ GCACACGCTGCCAATGAA/ 60 2000
lasmid CACAGACTTGAAGTCACC
plasmido (442 pb)
. . Herrero et al.,
efB Fimbrias/ CACAGACTTGAAGTCACC/ 55 2006
P plasmido TGATGCGTGACAGGCGGTTC
(110 pb)
oc  Fimbrias/ AAGAATCAGCAAATGCCCTGTG/ o0 Ba”mllge; g tal,
P pléasmido GCGAATTCTAAAGGAGAGCGACGTG
(1403 pb)
op  Fimbrias/ CTTTAAGGTCAGGCCCAAGG/ . He";g%gt al,
P plasmido TCCGTTCAGCGACAGTTTCC (403 pb)

1

T = temperatura de hibridacién. Condiciones de amplificacién: desnaturalizacidn inicial (94°C, 5 min);
30 ciclos (95°C, 1 min; T, 1 min y 72°C, 2 min) y elongacidon final (72°C, 5 min).
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7- PCR-RFLP (Restriction Fragments Lenght Polymorphism).
Deteccion e identificacion de genes dihidrofolato reductasa

(dfr)

Con el fin de detectar e identificar distintos tipos de genes dfr relacionados con la
resistencia al trimetoprim, se empled la metodologia propuesta por Navia et al. (2003) basado
en la técnica de PCR-RFLP. Se realizaron las PCRs empleando cinco pares de cebadores (Dfrla,
DfrVII, DfrXIl, Dfrlb y Dfrll) con las condiciones propuestas (Tabla 15). Los productos de PCR
fueron visualizados en geles de agarosa horizontales. Aquellas muestras que resultaron
positivas fueron sometidas a RFLP. Se emplearon las enzimas detalladas en la Tabla 24,
siguendo las indicaciones de los distribuidores. Los patrones de bandas resultantes de la

digestidn enzimatica se visualizaron en geles de agarosa al 2%.

Tabla 24.- Tamaios de los fragmentos obtenidos tras la RFLP de los amplicones de los genes dfr

obtenidos mediante PCR (Navia et al., 2003).

Cebadores Enzima Tamario de los fragmentos Gen dfr deducido
Dfrla EcoRI* (Tsp509l) 236, 163, 42, 33 dfrA1
455, 19 dfrA5
356, 62, 33, 23 dfrA15, dfrA15b
219,101, 94,41, 19 dfrAl6, dfrA16b
Dfrla Maelll 265, 183, 26 dfrA15
448,26 dfri5b
Dfrla Msel 250, 190, 31, 3 dfrAl6
190, 155,95, 31,3 dfrA16b
DfrVII Alul 268, 206 dfrA7
216, 206, 52 dfrA17
DfrXIl Tagl 286, 33 dfrA12
187, 132 dfrA13
Dfrlb Alul 212,175, 6 dfrA14
166, 161, 60, 6 dfrA6
Dfrll EcoRI* (Tsp509l) 78, 63 dfrB1
119, 22 dfrB2
141 dfrB3

8.- ELECTROFORESIS EN GELES DE AGAROSA.

Los fragmentos de DNA amplificados por PCR se visualizaron mediante electroforesis
horizontal en geles de agarosa. Para preparar el gel se utiliz6 agarosa D-1 (Pronadisa, Conda)
en concentraciones 0,8-2,5 % (en funcion del tamafio de las bandas esperadas) en tampdn
TBE 1X [TBE 5X: 54 g/L Tris(hidroximetil)Jaminometano (Panreac); 27,5 g/L acido bdrico
(Panreac); 20 ml EDTA 0,5 M, pH 8 (Panreac)].
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Se cargaron los pocillos con la mezcla de 10 pL de producto de PCR amplificado y 2 plL
de tampdén de carga [preparado como 10 % (m/v) sacarosa, 0,0025 % (m/v) azul de
bromofenol, 0,0025 % (m/v) xileno cianol]. En uno de los pocillos del gel se incluyeron 2 uL del
marcador de tamafio convenido segun el tamafio de las bandas esperadas [Hyperladder |
(Bioline), Hyperladder Il (Bioline), Hyperladder IV (Bioline)]. Se sumergié el gel en tampdn TBE
1X en la cubeta de electroforesis y se dejé que el DNA migrara a 130 V/cm durante

aproximadamente 40 min (tiempo variable en funcién del tamafio de los fragmentos).

Se sumergio el gel en una disolucion de bromuro de etidio (0,5 pg/ml) durante 20 min.
Se visualizé el gel en un transiluminador ultravioleta y se fotografié con el captador de

imagenes Gel Doc™ XR (BioRad).

9.- ESTUDIO DE LA RELACION CLONAL: TIPIFICACION

MOLECULAR

9.1.- MultiLocus Sequence Typing (MLST)

La técnica de MLST ha sido desarrollada y disefiada para identificar clones o lineas
clonales en poblaciones bacterianas, por lo que se considera un marcador molecular de

aplicacion en epidemiologia global tanto a corto como a largo plazo.

El analisis se basa en la secuenciaciacidn nucleotidica de fragmentos internos de genes
denominados “housekeeping” que codifican enzimas metabdlicas consideradas estables en

cada género bacteriano.

Con el fin de optimizar el proceso de secuenciacién, el método propone unos
cebadores para llevar a cabo la amplificacion del DNA (Tabla 25), y otros cebadores “internos”
gue son los utilizados en la reaccién de secuenciacion (Tabla 26). Los amplicones obtenidos en
S. enterica son comparados con la base de datos publica http://mlist.ucc.ie/dbs/Senterica. La
combinacion de los siete alelos de los genes “housekeeping” define una secuencia tipo

denominada ST.
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Tabla 25.- Cebadores de PCR y condiciones de amplificacion de los siete genes “housekeeping” para el

tipado por MLST (http://mlst.ucc.ie/).

Gen Cebadores (secuencia 5’ 23’) Tamarfio amplicon

o F: GTCACGGTGATCGATCCGGT 552 ob
R: CACGATATTGATATTAGCCCG P

F: ATGTCTTCCCGCAATAATCC
R: TCATAGCGTCCCCCGCGGATC

aroC F: CCTGGCACCTCGCGCTATAC 826 ob
R: CCACACACGGATCGTGGCG P

dnaN F: ATGAAATTTACCGTTGAACGTGA 333 ob
R: AATTTCTCATTCGAGAGGATTGC P

hemD F: GAAGCGTTAGTGAGCCGTCTGCG 666 ob
R: ATCAGCGACCTTAATATCTTGCCA P

hisD F: GAAACGTTCCATTCCGCGCAGAC 894 pb
R: CTGAACGGTCATCCGTTTCTG
such F: AGCACCGAAGAGAAACGCTG 643 pb
R: GGTTGTTGATAACGATACGTAC
Condiciones de amplificacion: desnaturalizacidn inicial (94°C, 10 min); 34 ciclos (94°C, 1 min; 55°C, 1

min; 72°C, 1 min) y elongacién final (72°C, 5 min).

purE 510 pb

Tabla 26.- Cebadores utilizados en la reaccién de secuenciacién de los siete genes “housekeeping”

(http://mist.ucc.ie/).

Gen Cebadores (secuencia 5’ 23’) Tamarfio amplicon
F: ATCCCGGCCGATCACATGAT
thra R: CTCCAGCAGGGGCTCTTTCAG 501 pb
- F: CGCATTATTCCGGCGCGTGT -
p R: CGCGGATCGGGATTTTCCAG P
oroc F: GGCACCAGTATTGGCCTGCT colob
R: CATATGCGCCACAATGTGTTG P
F: CCGATTCTCGGTAACCTGCT
dnaN R: CCATCCACCAGCTTCGAGGT >01pb
F: GTGGCCTGGAGTTTTCCACT
hemD R: GACCAATAGCCGACAGCGTAG 432pb
. F: GTCGGTCTGTATATTCCCGG
hisD R: GGTAATCGCATCCACCAAATC 501 pb
ven F: AGCACCGAAGAGAAACGCTG o430t
R: GGTTGTTGATAACGATACGTAC P

9.2.- Repetitive Extragenic Palindromic PCR (REP-PCR)

La REP-PCR es una técnica en la que se utilizan cebadores disefiados en base a
secuencias cromosomicas repetidas. Estas secuencias estan presentes en diferentes
localizaciones a lo largo del cromosoma bacteriano. Cuando dos de estas secuencias estan
situadas lo suficientemente cerca, el fragmento de DNA que hay entre ambas es amplificado.
Dado que el numero y localizacién de estas secuencias repetidas entre cepas es variable, el

numero y tamafio de los fragmentos también lo es.

110



Material y Métodos

En este trabajo se emplean los cebadores y condiciones de amplificacién por PCR que
se muestran en la Tabla 27. Los amplicones fueron sometidos a electroforesis durante 2 h a 96

V vy se visualizaron en geles de agarosa al 2 %.
y g g

Tabla 27.- Cebadores de PCR utilizados en el estudio de la relacién clonal y condiciones de

amplificacion.

Referencia

Cebadores (secuencia 5’ 23’) Condiciones amplificacion (Tamafio amplicén)

94°C 3 min 1 ciclo

REP-PCR

F: IGCGCCGICATCAGGC .

R: ACGTCTTATCAGGCCTAC 94°C 1 min Versalovic et al,, 1991
40°C 1min 30ciclos ’
65°C 8 min

I= desoxiinosina

72°C 15 min 1 ciclo

9.3.- Electroforesis en campos pulsados (PFGE)

En este trabajo, se siguid el protocolo propuesto por R. K. Gautom (1997) brevemente

modificado.

Preparacidn de los insertos: a partir de un cultivo puro de 24 h en placa de agar BHI,
se realizd una suspension bacteriana en 3 ml de buffer SE (75 mM NaCl; 25 mM EDTA, pH 8)

hasta conseguir una absorbancia de 1,35-1,6 a 610 nm.

Se prepard agarosa (Chromosomal Grade Agarose, BioRad) al 1,5% en buffer TE
(10mM Tris/HCl pH8; 1mM EDTA pH8) y se mantuvo a 54°C con agitacion. Se mezclaron 0,5 ml
de la suspension bacteriana con 0,5 ml de agarosa y se distribuyé en los moldes. Se dejo

solidificar unos minutos en la nevera.

Lisis bacteriana: Se afiadieron 3 ml del Buffer de lisis (50 mM Tris; 50 mM EDTA; 1%
sarcosil; 0,1 mg/ml proteinasa K, pH 8) a cada inserto y se dejo incubar durante 2h en un bafio

de agua con agitacién a 56°C.

Lavados de los insertos: tras eliminar el buffer de lisis, los siguientes lavados se

realizaron en el bafio con agitacion a 56°C:

10 ml de agua destilada estéril cada 10 min, tres veces.
10 ml de TE cada 10 min, dos veces.
Lavar una tercera vez con TE a temperatura ambiente.
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Los insertos se pueden guardar a 4°C para proximas aplicaciones.

Digestion enzimatica: se empled medio inserto por cepa en estudio para cada
digestion y cada uno de ellos se digiridé con una enzima diferente: Xbal y Spel. El volumen final
del buffer de digestion fue de 100 plL por tubo, a los que se afiadié 40 U de enzima Xbal
(NewEngland, Biolabs) 6 10 U de enzima Spel (NewEngland, BiolLabs), BSA al 0,01 %, el
volumen necesario del Buffer 10 X de enzima y agua destilada estéril. Se dejaron incubar

durante 6 h a 37°C en ambos casos.

Preparacion del gel de agarosa: se disolvié agarosa (Pulsed Field Certified Agarose,
BioRad) al 1% en TBE 0,5X. Se vertié la agarosa fundida en el molde para hacer el gel,
preparado previamente con el peine correspondiente y se dejé solidificar a temperatura
ambiente. Se rellenaron los pocillos con los insertos dejando el primero y ultimo de los
mismos para el marcador de tamafio (Lambda Ladder PFG Marker de BiolLabs, New England) y

se sellaron con agarosa a 50°C.

Electroforesis: se realizé en una cubeta de electroforesis de campos pulsados CHEF-
DR Il (BioRad) con 2 L de TBE 0,5X suplementado con tiourea 75 pM. El gradiente de voltaje
fue 6 V/cm, y se empled una rampa lineal pulsada de 2 a 64 seg durante 20 h a 14°C en el caso
de la digestién con la enzima Xbal y dos rampas lineales pulsadas de 5-45 seg y de 15-45 seg

durante 10 h (cada una) a 14°C en el caso de la digestién con la enzima Spel.

Tincion del gel y visualizacion: se tifid el gel en una soluciéon acuosa de 200 ml de
bromuro de etidio (20 pL/ 200 ml, a partir de una disolucién 10 mg/ml) durante 10 min. Se
visualizd el gel en un transiluminador ultravioleta y se fotografié con el captador de imagenes

Gel Doc™ XR (BioRad). El gel se destifié en agua miliQ.

Andlisis de los patrones de PFGE: Los patrones se compararon y clasificaron en
indistinguibles, estrechamente relacionados, posiblemente relacionados o diferentes segin

las directrices propuestas por Tenover et al. (1995).

10.- SECUENCIACION

La secuenciacion de los fragmentos amplificados por PCR se llevd a cabo en aquellos

casos en los que no se dispusiese de una cepa control positiva, en la deteccidon de mutaciones,
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caracterizacion de la regidn variable de los integrones de clase 1 y estudio del promotor de los

casetes génicos o en el estudio de MLST.

Los amplicones procedentes de la PCR fueron secuenciados en ambas direcciones por
el servicio de secuenciacién del Centro de Investigacién Biomédica de La Rioja (CIBIR) con el
secuenciador ABI 3130 XL (Applied Biosystems). En aquellos casos en los que el amplicén era
demasiado grande, la secuenciacion se realizd con los cebadores empleados en la PCR
(cebadores exteriores) y posteriormente se diseflaron cebadores internos para secuenciar
completamente el fragmento de DNA amplificado. Esta estrategia, denominada “primer-

walking” fue llevado a cabo por el servicio de Genome Express (Reino Unido).

10.1.-Purificacion del producto de PCR

Se realizé una purificacidn del producto de PCR siguiendo el protocolo del kit QlAquick
PCR Purification Kit (Qiagen). Tras la purificacién se visualizaron 5 pL del producto de PCR

purificado en geles de agarosa, para comprobar si existia la concentracién adecuada.

En los casos en que se precisaba purificar el producto de PCR a partir del gel de
agarosa, se purificd la muestra mediante el kit QIAquick GEL Extraction (Qiagen). Para la
purificacién se cargd todo el volumen de muestra y se recortd el gel intentando ajustarse al
maximo a la banda para evitar el exceso de agarosa. Tras el proceso de purificacién, 5 L del
producto de PCR purificado se visualizaron en geles de agarosa, para comprobar si existia la

concentracion adecuada y si se habia obtenido una Unica banda.

10.2.- Analisis de las secuencias

Las secuencias obtenidas se analizaron empleando el software BioEdit v7.0.5. Se
utilizaron  herramientas informaticas para el tratamiento de las secuencias
(http://www.attotron.com/cybertory/analysis/seqMassager.htm). Las secuencias consenso de
los genes estudiados se determinaron mediante la web del EMBL (European Molecular
Biology Laboratory) del European Bioinformatics Institute (EBI) (http://www.ebi.ac.uk) y se
compararon con las incluidas en la base de datos GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gob/).
Para la traducciéon aminoacidica se utilizd un programa informdtico proporcionado por el
Swiss Institute of Bioinformatics (http://www.expasy.org/tools/dna.html). El anélisis de MLST
se realizd con la base de datos MLST Database de la Universidad de College Cork (Irlanda)
(http://milst.ucc.ie/mlist/dbs/Senterica) para determinar la secuencia tipo (ST) en las cepas

estudiadas.
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11.- ANALISIS PLASMIDICO

11.1.- TIPADO DE PLASMIDOS POR “PCR-Based Replicon Typing” (PBRT).

Se llevé a cabo el método de identificacién de plasmidos por “PCR-based replicon
typing” (PBRT) descrito inicialmente por Carattoli et al., (2005) en el que se desarrolla un
método de tipado de plasmidos basado en amplificar por PCR replicones de la mayoria de los
grupos de incompatibilidad de plasmidos de enterobacterias. Los componentes y cantidades
empleadas para un volumen final de 25 pL en cada tubo de reaccidon se presentan a

continuacion.

Componentes (distribuidor)’ Concentracion Volumen por C'oncentraciér'7,
stock tubo final de reaccion

Cebador “forward” (Sigma Aldrich) 50 uM 0,5 uL 1uM

Cebador “reverse” (Sigma Aldrich) 50 uM 0,5 uL 1uM

BIOTAQ 'DNA polimerasa (Bioline) 5U/ L 0,25 plL 1.25U

Tampodn de reaccién NH, (Bioline) 10X 2,5 uL 1X

MgCl, (Bioline) 50 mM 0,75 uL 1,5mM

dNTPs (Bioline) 10 mM 0,5 uL 0,2 mM

DNA - 5 ulL -

Agua miliQ estéril - Hasta 25 pL ---

°En las PCRs multiples, se afiadieron tres parejas de cebadores.

En todas las reacciones se incluyeron un control negativo sin DNA cuyo volumen se
ajustd a 25ulL con agua miliQ estéril. También se incluyeron los controles positivos para cada
grupo de incompatibilidad, proporcionados por la Dra. Alessandra Carattoli (Istituto Superiore
di Sanita in Rome, Italia). Las secuencias de los cebadores, las condiciones de amplificacion y

el tamano de los fragmentos estudiados se describen en la Tabla 28.

Tabla 28.-Cebadores utilizados en PBRT para el estudio de plasmidos y condiciones de amplificacién

(Carattoli et al., 2005; Garcia-Fernandez et al., 2009; Villa et al., 2010).

Tipo de replicon Cebadores (5’ 23’) Tamarfio amplicon
HI1 F: GGAGCGATGGATTACTTCAGTAC 471 pb
R: TGCCGTTTCACCTCGTGAG
HI2° F: TTTCTCCTGAGTCACCTGTTAACAC 644 ob
R: GGCTCACTACCGTTGTCATCCTT P
11° F: CGAAAGCCGGACGGCAGAA 139 pb

R: TCGTCGTTCCGCCAAGTTCGT

Xb F: AACCTTAGAGGCTATTTAAGTTGCTGAT 376 ob
R: TGAGAGTCAATTTTTATCTCATGTTTTAGC P

F: GGATGAAAACTATCAGCATCTGAAG

L/Mb R: CTGCAGGGGCGATTCTTTAGG

785 pb
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Tabla 28 (continuacidn).

Tipo de replicon Cebadores (5’ 23’) Tamarfio amplicon

b

: GTCTAACGAGCTTACCGAAG

F
N R: GTTTCAACTCTGCCAAGTTC 559 pb
W F: CCTAAGAACAACAAAGCCCCCG 242 ob
R: GGTGCGCGGCATAGAACCGT P
v F: AATTCAAACAACACTGTGCAGCCTG 65 ob
R: GCGAGAATGGACGATTACAAAACTTT P
o F: CTATGGCCCTGCAAACGCGCCAGAAA c34 b
R: TCACGCGCCAGGGCGCAGCC P
e F: CCATGCTGGTTCTAGAGAAGGTG 462 o
R: GTATATCCTTACTGGCTTCCGCAG P
e F: GGAGTTCTGACACACGATTTTCTG 02 0b
R: CTCCCGTCGCTTCAGGGCATT P
F: TCTGTTTATTCTTTTACTGTCCAC
FIB (new) R: CTCCCGTCGCTTCAGGGCATT 683 pb
F: TGCTTTTATTCTTAAACTATCCAC
FIB (Salmonella) R: CTCCCGTCGCTTCAGGGCATT 683 pb
e F: GTGAACTGGCAGATGAGGAAGG o
R: TTCTCCTCGTCGCCAAACTAGAT P
et F: CTGTCGTAAGCTGATGGC 70 0b
R: CTCTGCCACAAACTTCAGC P
F: CTGATCGTTTAAGGAATTTT ¢
Fil (new) R: CACACCATCCTGCACTTA 258-262 pb
F: CTAAAGAATTTTGATGGCTGGC ¢
Fllg (Salmonell 259-260 pb
s (salmonella) R: CAGTCACTTCTGCCTGCAC P
" F: TGGYAGGGAACTGGTTCTG
Fily (versinia) R: GTRAGTCACACCTTCCCGC 227 pb
. F: TCTTCTTCAATCTTGGCGGA ;
Fll (Klebsiella) R: GCTTATGTTGCACRGAAGGA 142-148 pb
i F: TGATCGTTTAAGGAATTTTG 70 0b
repB R: GAAGATCAGTCACACCATCC P
AL F: GAGAACCAAAGACAAAGACCTGGA 465 ob
R: ACGACAAACCTGAATTGCCTCCTT P
" F: TTGGCCTGTTTGTGCCTAAACCAT -
R: CGTTGATTACACTTAGCTTTGGAC P
’ F: GCGGTCCGGAAAGCCAGAAAAC 160 0b
R: TCTTTCACGAGCCCGCCAAA P
F: GCGGTCCGGAAAGCCAGAAAAC
B/O R: TCTGCGTTCCGCCAAGTTCGA 159 pb
U F: TCACGACACAAGCGCAAGGG 043 ob
R: TCATGGTACATCTGGGCGC P
. F: TCGCTTCATTCCTGCTTCAGC -
R: GTGTGCTGTGGTTATGCCTCA P
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Tabla 28 (continuacion).

Tipo de replicon Cebadores (5’ 23’) Tamarfio amplicon

ricolt F: GTTCGTGCATACAGTCCA 187 ot
R: GGCGAAACCCGACAGGACT P

F: GTTCGTGCATACAGTCCA

oricolEq, R: GGTTTACCGGTGTCATTCC

106 pb

*Multiplex 1; °Multiplex 2; “Multiplex 3; “Multiplex 4; “Multiplex 5; Condiciones de amplificacién:
desnaturalizacién inicial (94°C, 5 min); 30 ciclos (94°C, 1 min; 60°C, 30 seg y 72°C, 1 min) y elongacién
final (72°C, 5 min). Tamafio de amplicén variable. 8La temperatura de hibridacién para esta PCR fue de
52°C.

Se llevé a cabo el subtipado de los plasmidos IncF e Incll obtenidos mediante plasmid
MultiLocus Sequence Typing (pMLST). En el caso de los plasmidos IncF se realizé secuenciando
cada amplicén obtenido (Villa et al., 2010) en el esquema de PCRs anterior; mientras que el
subtipado del grupo de incompatibilidad Incll (Garcia-Fernandez et al., 2008) se realizd

amplificando y secuenciando una coleccidn de genes adicionales.

Tabla 29.- Cebadores utilizados para tipar por pMLST el pldasmido del grupo de incompatibilidad Incl1

(Garcia-Fernandez et al., 2008).

Gen Cebadores (5’ 23’) Tamarfio amplicon

n F: ATGTCTGTTGTTGCACCTGC coLob
R: TCACCGACGGAACACATGACC P

F: CGACAAATGCTTCCGGGGT

trbA-pndC” R: CGAATCCCTCACCATCCAG 883 pb

co0s F: TTCCGGGGCGTAGACAATACT 201 ob
g R: AACAGTGATATGCCGTCGC P

il F: CCATATGACCATCCAGTGCG 316 pb

R: AACCACTATCTCGCCAGCAG

Condiciones de amplificacion: desnaturalizacion inicial (94°C, 5min); 30 ciclos (94°C, 30 seg.; 60°C, 30

segy 72°C, 1 min) y elongacién final (72°C, 5 min).

Una vez obtenidas las secuencias para los distintos genes del subtipado de Incll o
IncF, fueron introducidas en la pagina web http://pubmlst.org/plasmid/ que permite conocer

el ST para cada grupo Inc; asi como comparar nuestros datos con la base de datos que ofrece.

> Se disefiaron los cebadores especificos del sistema toxina-antitoxina pndAC para el estudio
puntual de cepas. pndAC-F: ACCGCCGTAAGGCAATGGAG; pndAC-R: GCAACAAAGCGGCGGCAGAA.

Tamafio de amplicén 222 pb.

116



Material y Métodos

11.2.- Experimentos de conjugacion sobre filtro.

A partir de un cultivo puro en placa BHI de las cepas dadoras y receptoras, se
realizaron inéculos en tubos de 3ml de BHI. Como cepa receptora se utilizé E. coli CSH26
(resistente a rifampicina, libre de plasmidos y lactosa negativa). Tras 24 horas a 37°C se coloco
un filtro Millipore (0,45 um) sobre la placa de BHI y se afiadié sobre él: 10 uL de las cepas
dadora y 100 uL de la cepa receptora perfectamente homogeneizadas. Se incubd la placa

durante 24 h a 37 °C.

Tras el periodo de incubacion, se lavé el filtro con 1 ml de BHI (introducir el filtro con
unas pinzas en un tubo de BHI y agitar). Se realizaron diluciones seriadas en medio BHI liquido
(10, 10, 10®) y se sembraron en placas de BHI agar suplementadas con antibidtico. Las
placas testadas, segln el fenotipo de resistencia que queriamos estudiar, fueron las

siguientes:

Para cepas que portaban gnrSy aac(6’)-1b:
Rifampicina 100 pg/ml.
Tobramicina 8 pg/ml.
Rifampicina 100 pg/ml + tobramicina 8 ug/mil.
Ciprofloxacina 0,25; 0,5; 1y 2 pg/ml.
Rifampicina 100 pg/ml + ciprofloxacina 0,25/0,5/1/2 pg/ml.

Para cepas que portaban beta-lactamasas de tipo CTX-M:
Rifampicina 100 pg/ml.
Cefotaxima 5 pg/ml.
Rifampicina 100 pg/ml + cefotaxima 5 pg/ml.

Para cepas que portaban beta-lactamasas de tipo SHV:
Rifampicina 100 pg/ml.
Ceftazidima 8 pg/ml.
Rifampicina 100 pg/ml + ceftazidima 8 pg/ml.

Para cepas que portaban beta-lactamasas de tipo AmpC (CMY):
Rifampicina 100 pg/ml.
Cefoxitina 16 pg/ml.
Rifampicina 100 pg/ml + cefoxitina 16 pg/ml.
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En las placas suplementadas con rifampicina debia crecer tanto la cepa receptora
como los transconjugantes; mientras que en las placas suplementadas con los otros
antibidticos deberian crecer las cepas dadoras y los transconjugantes. En las placas
suplementadas con dos antibidticos debian crecer tan solo los transconjugantes.

Se incubaron las placas a 37°C durante 24-48 h, se identificaron los transconjugantes
en medio TSI (para estar seguros de quedarnos con las cepas de E. coli), se tipificaron por REP-

PCRy PFGE, y se realizé antibiograma.

11.3.- Transformacion (electro-transformacion).

La transformacién consiste en la transferencia de DNA desnudo directamente a la
célula receptora, que previamente debe haber sido inducida a un estado de competencia que
le permita captar DNA exdégeno. Se utilizd esta técnica, en su variante de electro-
transformacion para el estudio de pldsmidos de interés que no podian ser transferidos

(plasmidos movilizables) por el método de conjugacion.

El protocolo seguido para la electro-transformacién se realizé segun las indicaciones

del kit ElectroMax DH10B cells, Gibco Invitrogen. El procedimiento fue el siguiente:

Se emplearon las células electrocompetentes comerciales E. coli ElectroMax DH10B
(Gibco Invitrogen) y se realizd la extraccién de DNA plasmidico como se expone en los

apartados 11.4,11.50 11.6.

Se pusieron en hielo: 2 ul de la extraccion de DNA plasmidico, el medio SOC (Gibco
Invitrogen), las células electrocompetentes y las cubetas de electroporacién (longitud= 0.1
cm; BioRad). Se mezclaron 20 pl de células electrocompetentes sobre los eppendorf que
contenian 2 pl de la extraccion de DNA plasmidico. Dicha mezcla se stransfirid a la cubeta de
electroporacion (BioRad), procurando que no quedasen burbujas, se colocé sobre el soporte

del electroporador (Gene Pulser Xcell Electroporation System, BioRad).

El pulso de electroporacion se realizd bajo las siguientes condiciones: 12,5 kV/cm; 200

ohm; 25 uF.

Se pipetearon 500 pl del medio SOC sobre la cubeta de electroporacion, se mezcld y
se vertieron de nuevo sobre el eppendorf inicial. Se incubaron los eppendorf durante 1 h a
37°C con agitacién 225 rpm.
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Se sembraron la diluciéon directa y una dilucion 10" en placas de LB agar
suplementadas con kanamicina (30 g/ml). Se incubaron las placas a 37°C durante 24-48 hy se

analizaron las colonias de posibles transformantes.

11.4.- Extraccion del DNA plasmidico mediante lisis alcalina (método Kado-

Liu modificado).

Con la finalidad de estudiar mas exhaustivamente los plasmidos, se realizd una
extraccién de plasmidos siguiendo distintos métodos, como a continuacidén se exponen. Los
métodos basados en lisis alcalina aprovechan las diferencias existentes entre el DNA
cromomico y el DNA plasmidico, tales como el contenido G+C, las diferencias en tamafio y la

densidad de éstos para poder extraerlos separadamente.

Son muchos los métodos que se han descrito para la extraccién de DNA plasmidico,
entre ellos el protocolo de Kado y Liu (Kado y Liu, 1981) que permite la extraccion de
pldsmidos de gran tamano (60-300 Kb). En este trabajo se utilizé dicho protocolo modificado,

como se describe a continuacion:

Se inoculd una colonia de la cepa a extraer en 3 ml de LB liquido suplementado con
antibidtico y se incubd durante toda la noche a 37°C. Se transfirieron 1,5 ml del cultivo a un

tubo eppendorf. Se centrifugaron 5 min a 14.000 rpm y se eliminé el sobrenadante.

Se adicionaron 20 pul de buffer Kado y se resuspendid la mezcla para homogeneizar.
[Buffer Kado: 50 mM Tris + 1 mM EDTA pH 8]. Se afiadieron 100 ul de la mezcla de lisis (a
preparar en el momento) y se voltearon los tubos eppendorf con suavidad. [Mezcla de lisis:
1,04 ml agua destilada + 400 pl SDS 15% + 500 pl Tris 250 mM + 30 ul NaOH 5N]. Se incubé la

mezcla en un bafio de agua a 58°C durante 27 min.

Se adicionaron 100 pl de una mezcla fenol:cloroformo (1:1) [Sigma Aldrich] preparada
en el momento sobre la mezcla lisada. Se mezclé suavemente por inversién. Observamos la
formacién de dos fases. Tras centrifugar 30 min a 14.000 rpm, se recuperaron 90 pl de la fase
acuosa (fase superior) y se adiciond sobre tubos eppendorf limpios. Se conservé la extraccion

de DNA plasmidico a 4°C.
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En aquellos casos en los que se desed utilizar la extraccion de DNA plasmidico para
técnicas de transformacién o digestién con enzimas fue necesaria una etapa de purificacion,

lavado y precipitacion con etanol:

Se tomd el volumen completo de extraccion de DNA plasmidico, y si era inferior a 100

ul se enraso con agua hasta llegar a ese volumen.

Se anadieron 100 ul de fenol:cloroformo:isoamilalcohol 25:24:1
[Phenol:chloroform:isoamylalcohol 25:24:1 saturated with 10 mM Tris, pH 8, 1 mM EDTA,
Sigma Aldrich] y se agité con un vértex. Se centrifugd 5 min a 13.200 rpm, tras los cuales se

transfirid la fase acuosa a tubos eppendorf limpios.

Se afiadié un volumen de cloroformo, se mezcld por inversidn y se centrifugaron los

tubos 5 min a 13.200 rpm. Se paso la fase acuosa a un tubo eppendorf limpio.

Se afiadié una proporcién 1/10 v/v de acetato sddico 3 M pH5,2 y tres volimenes de
etanol absoluto. La fase de precipitacion se llevé a cabo a -20°C durante 30 min. Se centrifugd
5 min a 13.200 rpm, se retird el sobrenadante y se resuspendié el pellet en 150 ul de etanol
70%. Se centrifugd 5 min a 13.200 rpm, se desheché el sobrenadante y se secé el pellet en

speed-vac (15 min).

Se hidrato el pellet en un volumen entre 30-100 pl con agua destilada.

11.5.- Extraccion del DNA plasmidico mediante lisis alcalina (método

Birnboim-Doly).

El analisis de plasmidos de pequefio tamafio fue llevado a cabo mediante la extraccion
de dichos plasmidos por lisis alcalina a través del protocolo de Birnboim-Doly (Birnboim and
Doly, 1979), que a continuacién se describe. Este protocolo resulta de eleccidon cuando se
desea transformar o digerir el DNA plasmidico, ya que no necesita purificacién posterior. El

procedimiento que se siguié fue:

Se inoculd una colonia de la cepa en estudio en 3 ml de LB liquido suplementado con
antibidtico y se incubd durante toda la noche a 37°C. Tras transferir 1,5 ml del cultivo a un

tubo eppendorf, se centrifugd 5 min a 14.000 rpm. Se resuspendié el pellet en 100 ul de

120



Material y Métodos

Solucién |y se incubd 5 min en hielo. [Solucidn I: 25mM Tris-HCI pH 8 + 10 mM EDTA pH 8 +

50 mM glucosa].

Se adicionaron 200 pl de Solucién Il (solucidn de lisis) y se mezcld por inversidn. Se

incubd 5 min en hielo. [Solucidn Il o solucidn de lisis: 0.2 N NaOH + 1% SDS].

Se anadieron 150 pl de Solucidn Ill y se mezcld por inversion. Se incubd 15 min en

hielo. [Solucidn Il o solucién neutralizante: 3M acetato de sodio pH 5.2].

Se centrifugaron los tubos eppendorf durante 15 min a 14,000 rpm. Se recogio el

sobrenadante en tubos eppendorf.

Se afiadié un volumen (aproximadamente 450 pl) de fenol:cloroformo:isoamilalcohol
25:24:1 [Phenol:chloroform:isoamylalcohol 25:24:1 saturated with 10 mM Tris, pH 8, 1 mM
EDTA, Sigma Aldrich] y se centrifugd 7 min a 14,000 rpm.

Se recogio la fase superior en tubos eppendorf que contenian 3 pl de RNasa (5 mg/ml)

[Ribonuclease A from bovine pancreas; Sigma Aldrich] y se incubaron los tubos 15 min a 37°C.

Se adiciond 2 volumenes (aproximadamente 700 pl) de etanol 100% frio y se mezcld

por inversion.

Tras la etapa de precipitacion toda la noche a -20°C se centrifugaron las muestras 15
min a 14.000 rpm. Se deshechd el sobrenadante y se adicioné 500 ul de etanol 70%. Se
centrifugé la mezcla 15 min a 14,000 rpm. Se elimind el sobrenadante y se secaron los pellet

en speed-vac (15 min).

Se hidraté el pellet en 20 pl de TE en aquellos casos en los que solo se pretendia
visualizar los plasmidos. Cuando la extraccién de DNA plasmidico fue utilizada con fines de
digestion, secuenciacién o transformacion, se hidratd el pellet en 20 pl de agua destilada

estéril.

11.6. Extraccion del DNA plasmidico utilizando el kit "Qiagen".

La extraccion de DNA plasmidico se realizd mediante el empleo del kit “Qiagen
plasmid purification midi kit (Qiagen)” que se basa en un lisado de las células, purificado por

centrifugacion, permitiendo recoger el DNA plasmidico tras precipitacién con isopropanol.
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Los pasos llevados a cabo fueron los siguientes:

Se inoculd una colonia de la cepa a extraer en 50 ml de caldo BHI durante toda la

noche a 37°C.

Se transfirid el contenido a un tubo falcon del mismo volumen y se centrifugd a 4000
rom durante 20 min a 4°C. Se eliminé el sobrenadante por vertido y el exceso de medio BHI

con una pipeta para posteriormente resuspender el pellet con 4 ml de buffer P1.

Se afiadieron 4 ml de buffer de lisis P2 y se mantuvo a temperatura ambiente durante
5 min como maximo. Durante este tiempo, se forma una masa blanquecina que contiene los

restos de lisis.

Se anadieron 4 ml de buffer de neutralizacidon P3, se mezclé 4-6 veces vertiendo el

tubo y se dejo en hielo durante 15 min.

Se centrifugd a 20.000 rpm durante 30 min a 4°C. Paralelamente, se equilibraron las
columnas haciendo pasar 4 ml de buffer QBT por la columna. Se vertié el sobrenadante
obtenido por las columnas a través de gasas estériles para favorecer el filtrado. Se realizaron
dos lavados con 10 ml de buffer QC. Después de filtrar bien, se eluyé el contenido de DNA con

5 ml de buffer QF en tubos falcon de 50 ml.

Se prepararon 6 tubos eppendorf por muestra con 583 pl de isopropanol que se
mezclaron después con 833 l de eluyente para continuar la extraccién (cantidades ajustadas
segun la cantidad de sobrenadante que se recoge y el volumen de los tubos falcon). Se
centrifugd a 15.000 rpm durante 30 min a 4°C. Se recogid el sobrenadante con cuidado ya que
no se puede visualizar el pellet, se afadieron 339 [l de etanol 70% para eliminar los restos de
isopropanol y se centrifugd 15.000 rpm 10 min a temperatura ambiente. Se elimind de nuevo

el sobrenadante por volteo y se dejé secar a 37°C para eliminar los restos de etanol.

Se afiadieron 30 Pl de agua miliQ y se fue rehidratando el pellet, transfiriendo el total
de liquido de un eppendorf a otro. En el ultimo tubo, se dejé toda la noche para que se
resuspenda y al dia siguiente se repitid la operacion, transfiriendo el contenido desde el
ultimo al primer tubo. Se midié la cantidad de DNA plasmidico recogido empleando el

NanoDrop.
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11.7.- Visualizaciéon de plasmidos.
Electroforesis en geles de agarosa horizontales.

Con el fin de visualizar si la extraccion de plasmidos habia sido satisfactoria, se
preparé un gel de agarosa D-1 (Pronadisa, Conda) de concentracion 0,8% en tampdn TBE 1X
(tal y como se explicé en el Apartado 9). Se cargaron 10 pl de DNA plasmidico mezclados con 3
ul de tampdn de carga. Se incluyeron dos marcadores de peso molecular (3 ul): HyperLadder
Il (500-5000 pb) y LambdaHindlll (564-23130 pb). Se sumergié el gel en tampdn TBE 1X en la
cubeta de electroforesis y se dejé que el DNA migrara a 50 V/cm durante 20 min y

posteriormente a 100 V/cm durante aproximadamente 120-200 min.

Para visualizar las bandas, se sumergié el gel en una disoluciéon de bromuro de etidio
(0,5 pg/ml) durante 20 minutos. Se visualizé el gel en un transiluminador ultravioleta y se

fotografié con un captador de imagenes Gel Doc™ XR (BioRad).

Electroforesis en geles de agarosa verticales.

La visualizacion de la extraccion de DNA plasmidico por el método Kado-Liu se realizd
en geles de agarosa verticales, que permiten una mayor resolucién en fragmentos de gran

tamafo.

Se prepard agarosa 0,9% en TBE 1X (Standard low agarose, BioRad) y se atemperd a
50°C. Con esta agarosa se rellené el espacio entre los cristales de la cubeta vertical, prestando
especial atencidn a los espacios entre el peine. Tras solidificar el gel, se retird el peine con
cuidado, se rellenaron las cubetas superior e inferior de electroforesis con TBE 1X y se
colocaron 25 pl de cada muestra junto con 5 pl de buffer de carga por muestra. Se dejé que el

DNA migrara a 50 V/cm durante 20 min y posteriormente a 100 V/cm durante 200-300 min.

Para visualizar las bandas, se sumergié el gel en una disolucion de bromuro de etidio
(0,5 pg/ml) durante 20 minutos. Se visualizé el gel en un transiluminador ultravioleta y se

fotografié con un captador de imagenes Gel Doc™ XR (BioRad).

Digestion con nucleasa S1 seguido de PFGE (S1-PFGE).

Mediante esta técnica se llevd a cabo el estudio de plasmidos de las cepas de interés,

con el fin de localizar y visualizar el nUmero y tamafio exacto de plasmidos que contenian.
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Se prepararon los insertos siguiendo el protocolo propuesto por CDC-PulseNet
(http://www.cdc.gov/pulsenet/) y se digirieron con nucleasa S1 (S1 nuclease 180 U/ul, Takara
Bio Inc.), una endonucleasa que aplicada durante un periodo de tiempo limitado, corta las
hebras de DNA plasmidico, convirtiendo los plasmidos superenrollados en moléculas lineales
capaces de ser visualizados en una electroforesis. La migracion posterior en electroforesis de

campos pulsados permite medir la talla de los plasmidos (Barton et al., 1995).

Preparacidn de los insertos segtn el protocolo CDC-PulseNet.

Preparacion de los insertos: a partir de un cultivo puro de 24 h en placa de agar LB, se
realizd una suspension bacteriana en 4 ml de buffer CSB (100 mM Tris-HCl + 100 mM EDTA pH

8) hasta conseguir una absorbancia de 1,4-1,5 £ 0,05 a 610 nm.

Se preparé agarosa (Pulsed Field Certified Agarose, BioRad) al 1% en buffer TE
suplementado con SDS 20% a una concentracién 5% v/v y se mantuvo a 50°C en un bafio de
agua. Se mezclaron en tubos eppendorf 0,2 ml de suspension bacteriana, 15 ul de una
disolucion de proteinasa K (20 mg/ml; Sigma Aldrich) y 0,3 ml de agarosa. Se distribuyd la

mezcla en los moldes y se dejé solidificar 20 min en nevera.

Lisis bacteriana: se afiadieron 5 ml de buffer de lisis CLB (50 mM Tris-HCI pH 8 + 50
mM EDTA pH 8 + 1% sarcosil + 0,1 mg/ml proteinasa K) a cada inserto y se dejé incubar 2 h en

un bafio de agua con agitacion a 54°C.

Lavado de los insertos: tras eliminar el buffer de lisis CLB, se realizaron los siguientes
lavados en el bafio de agua con agitacidn a 54°C:
10 ml de agua destilada estéril cada 10 min, dos veces.
10 ml de TE suplementado con tiourea (75 uM) cada 10 min, dos veces.

10 ml de TE suplementado con tiourea (75 uM) a temperatura ambiente.

Los insertos preparados de esta manera fueron utilizados para la digestidn con enzima

S1-nucleasay electroforesis en campos pulsados (PFGE).

Digestion del control de tamafio: Se utiliz6 como patrén de tamafio de peso
molecular la cepa Salmonella Braenderup H9812 (Hunter et al., 2005). Para ello, se digirio
medio inserto con la enzima Xbal. El volumen final de digestion fue de 100 pl por tubo, a los

que se afiadioé 40 U de enzima Xbal (NewEngland, Biolabs) BSA al 0,01%, el volumen necesario
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del Buffer 10 X de enzima y agua destilada estéril. Se dejé incubar durante 6 h a 37°C en

ambos casos.

Etapa de equilibrado: previa a la etapa de digestién con la enzima endonucleasa S1 se
realizd una etapa de equilibrado de los insertos. Se tomd medio inserto por cepa y se incubd
10 min a temperatura ambiente en un volumen de 100 pl de buffer 1 X. Este buffer puede
prepararse a partir del buffer comercial 10X que se provee con la enzima (S1 nuclease 180
U/ul, Takara Bio Inc.), o bien en el laboratorio (300 mM acetato de sodio pH 4,6 + 2800 mM
NaCl + 10 mM sulfato de zinc).

Etapa de digestidn: tras la etapa de equilibrado se retiraron los 100 ul de buffer y se
sustituyeron por 100 pl de pool de digestion [mezcla de digestion para 18 muestras: 1 pl
enzima S1 nucleasa 180 U/ul + 200 pl buffer 10X + 1800 ul agua destilada estéril]. Se incubé a

37°C en bafio de agua durante exactamente 45 min.

Etapa de parada: tras la digestidén se procedié a parar la reaccion afadiendo en cada
tubo eppendorf 10 ul de EDTA 0,5 M. Se incubd 10 min a temperatura ambiente, tras los

cuales se sustituyo este buffer por 100 ul de TE.

Preparacion del gel de agarosa: Se preparé un gel de agarosa (Agarose D-5,
Pronadisa, Conda) al 1% disuelta en TBE 0,5X suplementado con tiourea (75 uM). Se vertid la
agarosa en el molde para hacer el gel, preparado previamente con el peine correspondiente y
se dejo solidificar a temperatura ambiente. Se rellenaron los pocillos con los insertos, dejando
el primero y el dltimo para los marcadores de tamafio comerciales Lambda Ladder PFG
Marker (48,5-727,5 Kb) y Low Range PFG Marker (2,03-194,0 Kb) de New England Biolabs y
que ayudaron en la determinaciéon del peso molecular de los plasmidos. Se sellaron los

pocillos con agarosa atemperada a 50°C.

Electroforesis: se realizé en una cubeta de electroforesis de campos pulsados CHEF-
DR Ill (BioRad) con 2 | de TBE 0,5X suplementado con tiourea 75 uM. El gradiente de voltaje
utilizado fue 6 V/cm, una rampa lineal pulsada de 2 a 64 seg durante 18 h a 14°C y con un

angulo de 120°.

Tincion del gel y visualizacion: se tifid el gel en una solucién acuosa de 200 ml de
bromuro de etidio (10 pl/ 200 ml) durante 10 min. Se visualizd en un transiluminador

ultravioleta y se fotografio. El gel se destifié en agua miliQ.
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11.8.- Hibridaciéon con sondas de DNA (Southern Blot).

La hibridacidn por Southern blot se utilizd en este trabajo, siguiendo la metodologia
de revelado colorimétrico y por autoradiografia, para la deteccidn de genes especificos de
DNA celular. En ambos casos se partié de una digestion con enzima S1 nucleasa (Apartado
11.7) para el andlisis de pldsmidos, de una digestion con la enzima ICeu-l (andlisis de
cromosoma) o bien de geles de agarosa que provenian de electroforesis de extracciones de

DNA plasmidico.

La enzima ICeu-l se utilizé para estudiar la posible localizacién cromosdémica de
nuestros genes de resistencia. Es una endonucleasa cuyo sitio de restriccidon se encuentra en
el 23S ribosomal (Liu et al., 1993). Se prepard un pool para la digestidon que contenia Buffer 1X
(10 pl), BSA 0,01% (1 ul), 10 U de enzima (2 pl) [ICeu-l, 5.000 U/ml, New England Biolabs], y
agua hasta completar el volumen. Se colocé en un eppendorf 100 pl de esta mezcla de
digestion y medio inserto, y se incubd a 37°C durante 6 h. Las condiciones de electroforesis

fueron una rampa lineal pulsada de 50 a 90 seg, durante 20 h a 14°Cy 6 V/cm.

El primer paso en el protocolo de hibridacion fue la obtencién de la membrana de
hibridacion mediante transferencia Southern. Una vez terminada la electroforesis, se lavé el
gel con agua destilada para eliminar el bromuro de etidio durante 5 min y se procedio a la
desnaturalizacion de las hebras de DNA mediante un método quimico. Para ello, se mantuvo
en solucion desnaturalizante (1,5 M NaCl + 0,5 M NaOH) durante 15 min, posteriormente en
soluciéon neutralizante (0,5 M Tris-HCl + 1,5 M NaCl) durante otros 15 min y se termind con un
lavado con agua durante 5 min. Para el paso de transferencia a una membrana de
nitrocelulosa, con el fin de obtener una réplica de la disposicién de los fragmentos de DNA en
la membrana, se colocé el gel dentro de una bandeja que contenia buffer SSC 20 X (3 M NaCl +
0,3 M Tri-Na citrato pH 7) sobre un soporte duro con papel absorbente (Chromatography
paper 3MM CHR Whatman) que sirve de conductor del buffer al gel para que se produzca la
transferencia del contenido de DNA a la membrana de nailon (Roche). Sobre la membrana se
colocé papel soporte (BioRad Blot Absorbent Filter Paper) y peso para facilitar la

transferencia.

Método por quimioluminiscencia.

Preparacion de la sonda: Se llevd a cabo la preparacién de las sondas marcadas (con

un fluorocromo) de los genes de resistencia, virulencia y 16S rDNA a estudiar. Para ello, se
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utilizé el Kit (PCR DIG Probe Syntesis Kit, Roche) mediante el empleo de una PCR con

nucledtidos marcados con digoxigenina en un volumen final de 50 pl, tal y como se observa en

la tabla:

Reactivos Volumen por tubo
PCR Buffer (vial 3) 5ul

PCR Dig Mix (vial 2) 5 ul
Cebador “forward” (10 uM) 5 ul
Cebador “reverse” (10 uM) 5ul
Enzima (vial 1) 0,75 ul

DNA 5 pl

Agua 24,75 ul

La concentracién final de DNA recomendada en la reaccion fue entre 10-50 ng. Las
condiciones de amplificacion fueron: desnaturalizacion inicial (95°C, 2 min); 30 ciclos (95°C, 30
seg; 62°C, 30 seg y 72°C, 40 seg) y elongacidn final (72°C, 7 min). Se emplearon los cebadores

descritos para estos genes (Tablas 7-23).

Prehibridacion: una vez producida la transferencia de DNA, se lavd la membrana con
agua para eliminar restos de sales y se fijo el DNA con luz ultravioleta durante 4 min para
posteriormente introducirla en tubos de hibridacion con 20 ml de solucién de prehibridacion

en el horno de hibridacién a 68°C durante 2 h.

La solucién de prehibridacidn contiene:
SSC 5 X (Invitrogen)
N-Lauryl sarcosine 0,1% (Sigma)
SDS 0,02% (BioRad)
Esperma de salmoén 75 pg/ml (Invitrogen)

Block Stock solution 1 X (Roche)

Hibridacion: una vez preparada la sonda y realizada la prehibridaciéon, se realizé la
mezcla de 100 pl de solucion de prehibridacion con 10 ul de sonda. Se mantuvo a 100°C
durante 10 min, se enfrié en hielo y se afadio al tubo de hibridacion durante 20 h, durante las
cuales la sonda hibrida con las moléculas de DNA de cadena sencilla de secuencia

complementaria.

Lavados de hibridacion: se realizaron 2 lavados de 5 min con SSC 2 X + SDS 0,1% a

68°C; y posteriormente 2 lavados de 15 min con SSC 0,1 X + SDS 0,1% a 68°C.
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Deteccidn: este proceso lleva varios pasos:

Lavado: introducimos la membrana en un medio con 50 ml de Washing Buffer 1X

(Roche) de 1 a 5 min a temperatura ambiente.

Blocking: incubamos la membrana durante 30 min a temperatura ambiente con 100

ml de Blocking solution 1 X + acido malico 1 X (Dig Wash and Block Buffer Set, Roche).

Conjugacién: anadimos el anticuerpo, anti-digoxigenin-AP (Fab fragments, Roche)

para marcar la sonda. Se afiadieron 80 ml Blocking + 8 pl del anticuerpo.
Lavado: se lavé dos veces con 100 ml Washing Buffer 1 X (Roche) durante 15 min

Colocamos la membrana sobre un plastico y se le afiadieron 20 ml de Detection Buffer
1 X (Roche) durante 3 min, seguido de 20 pl CSPD (Boehringer Mannheim) disuelto en 2 ml de

Detection Buffer 1 X. Se dejé 5 min a temperatura ambiente y posteriormente 15 min a 37°C.

Revelado: Se realizaron diferentes exposiciones de 1 a 5 min con placas de rayos X
(Amersham Hyperfilm™ECL, GE Healthcare) para obtener las diferentes auto-radiografias que

nos permitan visualizar los fragmentos donde hibrida la sonda.

Lavado de membrana: Para eliminar la sonda se hicieron dos lavados de 15 min a
37°C con NaOH 0,2 M + SDS 0,1%, seguido de un lavado con SSC 2 X que deja la membrana

lista para una nueva hibridacién. La membrana puede almacenarse a 4°C.
Método colorimétrico.

Los pasos a seguir, hasta el punto de preparacidn de la sonda son los mismos que para

el método por quimioluminiscencia.

Preparacion de la sonda: la sonda se obtuvo en cada caso mediante reaccién de PCR
convencional (Tablas 3-13) pero utilizando en esta reaccion de PCR los dNTP's marcados con

digoxigenina (PCR DIG Labelling Mix, Roche).

Pre-hibridacion e hibridacién: una vez producida la transferencia de DNA, se lavé la
membrana con agua para eliminar restos de sales y se fijé el DNA con luz ultravioleta durante
4 min para posteriormente introducirla en tubos de hibridacién con 20 ml de solucién de

prehibridaciéon DIG-Easy Hyb Granules (Roche) en el horno de hibridacién a 42°C durante 30-
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60 min. Tras esta incubacidn, se hirvié la sonda durante 5-10 min a 100°C y posteriormente se
enfrio en hielo durante 10 min. Se adiciond la sonda en el tubo de hibridacion y se incubé 20

h.

Lavados de hibridacion: tras el periodo de incubacidn, se recuperé la sonda del tubo
de hibridacion en un falcén (se puede conservar a -20°C y reutilizarse varias veces).
Seguidamente se realizaron los siguientes lavados:

2 lavados de 5 minutos a temperatura ambiente con SSC 2X + 0,01% SDS.

2 lavados de 15 minutos a 68°C con SSC 0,1X + 0,01% SDS.

Deteccién inmunolégica: todos los pasos se realizaron a temperatura ambiente:

Lavado: equilibramos la membrana en wash buffer 1X (DIG Wash and Block buffer set,

Roche) durante 2 min.

Blocking: incubamos 30 min en 20 ml de blocking solution, preparada a partir de: 10X
blocking solution (DIG Wash and Block buffer set, Roche). Teniendo en cuenta que deben

separarse 20 ml de esta mezcla para la solucion del anticuerpo.

Conjugacién: Centrifugar el vial de anticuerpo (Anti-Digoxigenin-AP Fab fragments,
Roche) durante 5 min a 14.000 rpm (a 4°C si es posible) en su vial original antes de cada uso y
pipetear 4 pl de la superficie; que se mezclaran con 20 mL de blocking solution. Eliminar la
solucidn de bloqueo que estd en contacto con la membrana e incubar durante 30 min exactos

con la solucidn preparada anteriormente.

Lavado: lavamos dos veces durante 15 min con 50 ml de wash buffer 1X (DIG Wash

and Block buffer set, Roche).

Deteccidn: equilibramos la membrana durante 2 min en 20ml de buffer de deteccidn
1X (DIG Wash and Block buffer set, Roche). Seguidamente, se retird esta solucién y se incubd
la membrana en 10 ml de solucién “color substrate” recién preparado. Se debe preparar en
oscuridad, ya que este reactivo es fotosensible: 200 pl de NBT/BCIP stock solution (Roche) con
10 ml de buffer de deteccién 1X (DIG Wash and Block buffer set, Roche). Después, se colocd la
membrana en una bolsa transparente, protegida de la luz, y se afnadid la color substrate

solution por encima de la membrana.

La aparicion de color comienza unos pocos minutos después y puede prolongarse

hasta 16 horas. La membrana puede exponerse a la luz durante cortos periodos de tiempo
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para seguir la aparicion de color. Se puede detener la aparicién de color eliminando la

solucion de revelado de la bolsa y afadiendo agua destilada.

Lavado de la membrana: para poder hibridar de nuevo la membrana con otra sonda

diferente se elimind la sonda. Para ello se realizd un lavado breve (aprox. 2 min) en etanol
absoluto para quitar el color (las bandas ya hibridadas no eliminaran completamente el color).
Posteriormente, se realizaron dos lavados de 20 min a 37°C con la mezcla NaOH 0,2N + 0,1%
SDS. Se estabilizé la membrana a temperatura ambiente con dos lavados de 5 min con SSC 2X.

Se puede almacenar la membrana a 4°C en TE buffer.
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RESULTADOS

1.- ANALISIS DEL FENOTIPO DE RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS

EN CEPAS DE S. enterica DE DOS HOSPITALES ESPANOLES.

Con la finalidad de analizar los porcentajes y los fenotipos de resistencia a distintos
antibidticos en aislados de S. enterica de origen clinico, se recogieron un total de 280 aislados
procesados en los Laboratorios de Microbiologia del Hospital San Pedro de Logroio (HSP, 158
aislados) y Hospital Clinico Universitario Lozano Blesa de Zaragoza (HCULB, 122 aislados),
durante los periodos septiembre 2007-diciembre 2009 y septiembre 2009-noviembre 2010,
respectivamente. Estos aislados fueron seleccionados en el hospital de origen sin tener en
cuenta el fenotipo que presentaban con la finalidad de conocer los porcentajes y fenotipos de
resistencia a distintos antibidticos mas comunes en este género bacteriano en el ambito

clinico.

Todos los aislados recogidos en el HCULB procedian de muestras fecales de individuos
enfermos que habian acudido a su centro de salud de atencidon primaria o bien se
encontraban ingresados en el hospital. En el caso del HSP, todos los aislados procedian

también de muestras fecales, salvo 6 aislados obtenidos de muestras de orina (4) y de sangre

(1).

El serotipado de los aislados se realizd en los hospitales de origen, y en el caso del
Hospital San Pedro, en colaboracidn con el Centro Nacional de Microbiologia (Instituto de
Salud Carlos Ill). En la Tabla 30 se reflejan los serotipos encontrados, destacando una mayor
variedad en los aislados del HCULB de Zaragoza. Se observo que los serotipos mas prevalentes

fueron Typhimurium (146 aislados) y Enteritidis (93 aislados).

Se determinaron los niveles de resistencia a 20 antibidticos (detallados en la Tabla 5,
del apartado Material y Métodos) mediante el método de difusién por disco en agar MH en
los 280 aislados procedentes de estos dos hospitales. En la Tabla 31 y Figura 26 se muestran
los porcentajes de resistencia detectados, teniendo en cuenta los dos hospitales. Se
observaron altos porcentajes de resistencia a sulfamidas, ampicilina, tetraciclina,
estreptomicina, acido nalidixico, cloranfenicol y amoxicilina-dcido clavulanico. Todos los
aislados fueron sensibles a cefepime. En ambos hospitales se observaron tendencias similares

en cuanto a los porcentajes de resistencia, sin embargo, se observé un mayor porcentaje de
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resistencia a estreptomicina en el HCULB (47,5%), frente al 28,5% en HSP; y un porcentaje de
resistencia de 36,7% a acido nalidixico en el HSP frente a un 18% en el HCULB. Sin embargo, se
observaron mayores porcentajes de resistenia a tetraciclina o trimetoprim entre los aislados

del HSP en relacion a los del HCULB (Tabla 31).

Tabla 30.- Serotipos encontrados entre las cepas estudiadas de los hospitales HSP y HCULB.

Serotipo N2 aislados | HSP | HCULB
Anatum 1 1
Arizonae® 2 1 1
Bovis modificans 1 1
Dublin 1 1
Enteritidis 93 75 18
Infantis 3 3
Lindenbug 1 1
Manhattan 1 1
Mikawashima 4 2 2
Moscow 1 1
Neasden 1 1
Newport 1 1
Nigeria 1 1
Ohio 2 2
Riggil 1 1
Rissen 4 4
Typhi 1 1
Typhimurium 146 69 77
Virchow 1

Salmonella spp. 14 9 5

S. Arizonae o subespecie llla representa una subespecie distinta a S. enterica (subespecie 1), pero estos

aislados se englobaron en los resultados obtenidos.
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Tabla 31.- Porcentaje de resistencia a antibidticos en las cepas analizadas procedentes de los hospitales

HSP y HCULB.
Antibidtico HSP HCULB TOTAL
N % N % N %
Ampicilina (AMP) 78 49 71 58 149 53
Amoxicilina-acido clavulanico (AMC"?)® 41 26 26 21 | 67 24
Cefalotina (CF) 12 8 4 3 16 6
Aztreonam (ATM) 1 1 1 2
Ceftazidima (CAZ) 1 1 0 - 1 0,5
Cefotaxima (CTX) 2 1 0 - 2 1
Cefepime (FEP) 0 - 0 - 0 -
Cefoxitina (FOX) 1 1 0 - 1 0,5
Gentamicina (GEN) 13 8 8 7 21 8
Tobramicina (TOB) 4 3 8 7 12 4
Kanamicina (KAN) 5 3 1 1 6 2
Amikacina (AMK) 3 0 - 4 1
Estreptomicina (STR) 50 32 59 48 109 39
Acido nalidixico (NAL) 58 37 22 18 | 80 29
Ciprofloxacina (CIP) 1 1 0 - 1 0,5
Tetraciclina (TET) 65 41 71 58 136 49
Cloranfenicol (CHL) 37 23 32 26 69 25
Sulfamidas (SUL) 105 67 85 70 190 68
Trimetoprim (TRM) 10 6 20 16 30 11
Trimetoprim-sulfametoxazol (SXT) 13 8 20 16 33 12
Fenotipo AmpC 1 1 0 - 0,5
Fenotipo BLEE 2 1 0 - 1

®Resistencia o sensibilidad disminuida a amoxicilina-acido clavulanico
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Figura 26.- Porcentajes de resistencia a antibidticos encontrados en las cepas analizadas de los

hospitales HSP y HCULB.
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Tal y como se observa en la Figura 27, los aislados de S. Typhimurium fueron
mayoritariamente resistentes a ampicilina; mientras que los aislados de S. Enteritidis fueron
mayoritariamente sensibles a ampicilina y al resto de antibidticos estudiados, salvo a acido

nalidixico, donde un 58% de las mismas fueron resistentes.

HSP HCULB

W Enteritidis B Typhimurium B Enteritidis | Moscow Rissen
m Virchow = Salmonella spp. ® Typhimurium B Salmonella spp.

Figura 27.- Serotipos encontrados en los aislados resistentes a ampicilina.

En este estudio se observaron dos aislados (de los serotipos Enteritidis y Virchow)
resistentes a cefotaxima y positivos en el test de sinergia de doble disco, por lo que se
considerd que mostraban un fenotipo BLEE. Asimismo, se encontré un aislado resistente a
cefoxitina (FOX) en el que se detectd un fenotipo caracteristico de los productores de beta-
lactamasa de tipo AmpC. Por otra parte, la resistencia a ciprofloxacina tan solo fue observada
en un aislado de S. Typhimurium.

En la Tabla 32 se muestra el nimero y porcentaje de las cepas de Salmonella que
presentan co-resistencia a 8 antibidticos representativos de distintas familias [ampicilina
(AMP), gentamicina (GEN), estreptomicina (STR), acido-nalidixico (NAL), tetraciclina (TET),
cloranfenicol (CHL), sulfamidas (SUL) y trimetoprim (TRM)]. Treinta-y-seis de los 280 aislados
(12,9%) fueron sensibles a los 8 antibioticos elegidos y destacé la variedad de serotipos que
cumplian esta condicidn. Entre los fenotipos mas comunes, se encontraron los fenotipos de
resistencia NAL y NAL-SUL, en un 11,1% y 7,9% de los aislados, respectivamente, y
mayoritariamente en el serotipo Enteritidis. Un total de 144 aislados cumplieron la condicion
de fenotipo de multirresistencia (resistencia a tres o mas familias de antibidticos), que se
encontré en aislados de S. Typhimurium (88,9% de los aislados multirresistentes) y donde

destacaron los fenotipos AMP-STR-TET-SUL (12,5%) y AMP-STR-TET-CHL-SUL (11,4%).

Todos los aislados obtenidos que presentaron resistencia a ampicilina, ciprofloxacina y
fenotipos BLEE y/o pAmpC fueron estudiados exhaustivamente y seran abordados en los

siguientes apartados de esta tesis.
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Tabla 32.- Fenotipos de resistencia a 8 antibidticos (ampicilina, gentamicina, estreptomicina, acido

nalidixico, tetraciclina, cloranfenicol, sulfamidas y trimetoprim) en los 280 aislados analizados.

g HSP HCULB
Fenotipo n° cepas 5 - 5 -
n° serotipos n°  serotipos
Sensible” 36 16 Arizonae (1) 20 Arizonae (1)
Enteritidis (6) Enteritidis (1)
Mikawashima (2) Infantis (3)
Typhimurium (3) Lindenburg (1)
Salmonella spp. (4) Manhattan (1)
Mikawashima (2)
Newport (1)
Nigeria (1)
Ohio (2)
Typhimurium (4)
Salmonella spp. (3)
AMP 10 7 Enteritidis (7) 3 Enteritidis (1)
Moscow (1)
Salmonella spp. (1)
GEN 4 4 Enteritidis (4)
TET 1 1 Enteritidis (1)
NAL 31 19 Enteritidis (16) 12 Enteritidis (10)
Typhimurium (2) Riggil (1)
Salmonella spp. (1) Typhimurium (1)
SUL 12 10 Enteritidis (7) 2 Typhimurium (2)
Typhi (1)
Typhimurium (2)
AMP, NAL 2 2 Enteritidis (2)
AMP, SUL 6 5 Enteritidis (5) 1 Enteritidis (1)
AMP, TET 2 1 Enteritidis (1) 1 Typhimurium (1)
GEN, NAL 3 3 Enteritidis (3)
GEN, SUL 3 3 Enteritidis (3)
STR, SUL 1 1 Typhimurium (1)
STR, TET 1 1 Bovis modificans (1)
TET, SUL 2 1 Enteritidis (1) 1 Typhimurium (1)
NAL, SUL 22 16 Enteritidis (12) 6 Dublin (1)
Typhimurium (3) Neasden (1)
Salmonella spp. (1) Enteritidis (4)
AMP, STR, SUL 3 1 Typhimurium (1) 2 Typhimurium (2)
AMP, TET, SUL 6 4  Typhimurium (4) 2 Typhimurium (2)
GEN, NAL, SUL 1 1 Enteritidis (1)
STR, TET, SUL 2 1 Typhimurium (1) 1 Typhimurium (1)
TET, CHL, SUL 1 1 Rissen (1)
TET, SUL, TRM 4 3 Enteritidis (3) 1 Anatum (1)
AMP, GEN, TET, SUL 2 2 Typhimurium (2)
AMP, STR, CHL, SUL 3 3  Typhimurium (3)
AMP, STR, TET, SUL 35 14 Typhimurium (12) 21 Typhimurium (21)
Salmonella spp. (2)
AMP, NAL, TET, SUL 2 2 Virchow (1)
Typhimurium (1)
AMP, TET, CHL, SUL 11 7 Typhimurium (6) 4  Typhimurium (4)
Salmonella spp. (1)
GEN, STR, NAL, SUL 1 1 Enteritidis (1)
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. a HSP HCULB

Fenotipo n°cepas —; - 5 -

n° serotipos n®  serotipos
STR, TET, SUL, TRM 1 1 Typhimurium (1)
TET, CHL, SUL, TRM 4 4  Typhimurium (4)
AMP, GEN, CHL, SUL, TRM 2 2 Typhimurium (2)
AMP, STR, TET, CHL, SUL 32 15 Typhimurium (15) 17 Typhimurium (17)
AMP, STR, TET, SUL, TRM 11 1 Enteritidis (1) 10 Rissen (3)

Typhimurium (7)

AMP, STR, NAL, CHL, SUL 3 3  Typhimurium (3)
AMP, STR, NAL, TET, SUL 4 3 Enteritidis (2) 1 Salmonella spp. (1)

Typhimurium (1)

AMP, NAL, TET, CHL, SUL 2 2 Typhimurium (2)
AMP, NAL, TET, SUL, TRM 2 1 Typhimurium (1) 1 Typhimurium (1)
AMP, GEN, STR, TET, CHL, SUL 1 1 Typhimurium (1)
AMP, GEN, STR, CHL, SUL, TRM 1 1 Typhimurium (1)
AMP, STR, NAL, TET, CHL, SUL 5 4  Typhimurium (4) 1 Typhimurium (1)
AMP, STR, TET, CHL, SUL, TRM 1 1 Typhimurium (1)
GEN, STR, NAL, TET, SUL, TRM 1 1 Typhimurium (1)
AMP, GEN, STR, TET, CHL, SUL, TRM 2 1 Typhimurium (1) 1 Typhimurium (1)

AMP, STR, NAL, TET, CHL, SUL, TRM 1 1 Typhimurium (1)

°En letra negrita se encuentran marcados los fenotipos de multirresistencia (resistencia a tres o mas
familias de antibidticos) encontrados. “Sensible: aislados sensibles a los 8 antibidticos seleccionados.

2.- ANALISIS DE S. enterica EN MUESTRAS DE PERSONAS SANAS

Se recogieron 100 muestras fecales de voluntarios sanos (47 hombres y 53 mujeres)
para determinar la posible presencia de S. enterica en dichas muestras. La edad de los mismos
oscilé entre 9 dias y 89 afos (<15 afios, 14 muestras; 16-40 afios, 51 muestras; 41-60 afios, 26
muestras y 261 afios, 9 muestras). Ninguno habia tomado antibiético ni habia sufrido
salmonelosis en los tres meses previos al muestreo. Los datos referentes al contacto con
animales fue: gatos (10 voluntarios), perros (10), conejos (4), tortugas (3), aves (1) y varios

animales (4).

El analisis de las 100 muestras fecales reveld crecimiento en todos los tubos de agua
de peptona tamponada, mientras que tan solo 17 de las mismas mostraron un viraje a color
azul claro del medio liquido Vassiliadis Rappaport. Aunque en todos los casos se observd
crecimiento en las placas de Hektoen, en siete de los casos se detecté la presencia de colonias
negras tanto en las placas de Hektoen como de medio Shigella-Salmonella, que podian ser
sospechosas de ser Salmonella. Las pruebas de identificacidn bioquimica, confirmaron esas
colonias sospechosas como Proteus spp. o Citrobacter spp. No se encontraron portadores

positivos para Salmonella spp. entre los voluntarios sanos.
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Figura 28.- Medios de cultivo y prueba de identificacion bioquimica entre las muestras fecales

procedentes de voluntarios sanos.

3.- MECANISMOS DE RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS EN CEPAS

DE S. enterica RESISTENTES A AMPICILINA (AMPR)

PROCEDENTES DE VARIOS HOSPITALES ESPANOLES.

Una vez conocidos los fenotipos de resistencia mas frecuentes entre los aislados
clinicos de S. enterica en dos hospitales espafioles, se quiso profundizar en el estudio de los
mecanismos de resistencia a ampicilina en S. enterica. Para ello se incluyeron tanto los
aislados de S. enterica AMP® de los dos hospitales citados (HSP y HCULB), como también otros
aislados AMP® remitidos por otros hospitales. En total se incluyeron 230 aislados de S.
enterica AMP®, que procedian de los siguientes hospitales: HCULB (71 aislados), HSP (78
aislados), Hospital Universitario Central de Asturias (HUCA, 4 aislados), Hospital Royo
Villanova de Zaragoza (HRV, 5), Complejo Hospitalario de Pontevedra (CHP, 26) y Hospital

General Universitario Gregorio Maraidn de Madrid (HGM, 46).

El 97% de los aislados AMP® procedian de muestras fecales remitidas por los servicios
de atencidn primaria o de individuos ingresados en el hospital; mientras que el 3% restante
provenian de muestras de orina (2 aislados) o sangre (5). El serotipo Typhimurium fue el mas
frecuentemente detectado entre los aislados AMP®, en un 80,4% de los aislados, seguido por
S. Enteritidis, tan solo detectado en un 9,6% de los casos. Otros serotipos minoritarios entre
los aislados de S. enterica AMP® fueron: Bredeney (2 aislados), Gnesta (1), Moscow (1), Rissen

(3), Thompson (1), Virchow (1) y Salmonella spp. (14).

Tras el analisis fenotipico de resistencia a los distintos antibidticos testados, se tomo
un aislado por paciente; a menos que varios aislados del mismo paciente mostrasen distinto

fenotipo en cuyo caso se tomaron todos, para posteriores estudios. De este modo, se trabajo
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con una coleccién final de 203 aislados de S. enterica (de 197 pacientes), donde se
encontraron altos porcentajes de resistencia a sulfamidas (SUL, 92,1%), tetraciclina (TET,
83,3%), estreptomicina (STR, 71,4%), cloranfenicol (CHL, 52,2%) y sensibilidad disminuida a
amoxicilina-acido clavulanico (AMC®, 61,1%) (Figura 29). Todos los aislados fueron sensibles a
cefepime y ciprofloxacina. Se encontraron 5 aislados que presentaban un fenotipo BLEE y 4

aislados compatibles con la presencia de una beta-lactamasa AmpC.

A continuacién se expondran los resultados obtenidos en la caracterizacién genotipica

de los mecanismos encontrados para los distintos antibiéticos.
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Figura 29.- Porcentajes de resistencia encontrados en los 203 aislados ampicilina-resistentes.

3.1.- Resistencia a antibioticos beta-lactamicos.

En este estudio se incluyeron los 203 aislados de S. enterica AMP® y se estudiaron por
separado aquellos que fueron sensibles a amoxicilina-acido clavuldnico (AMC®) o aquellos que

presentaron sensibilidad disminuida o resistencia a este antibidtico (AMC'/R).

Aislados con fenotipo AMP*-AMC’.

Se encontraron un total de 79 aislados con fenotipo AMP®-AMC’, y el gen maés
frecuentemente detectado en dichos aislados fue blagm.1p (63 aislados, 79,7%). Un total de 46
de los aislados blaem.1p-positivos correspondian al serotipo Typhimurium; aunque éste fue el
Unico grupo donde se encontraron ademas aislados de serotipo Enteritidis (9 aislados),
Moscow (1) y Salmonella spp. (7). Cuatro de los 5 aislados con fenotipo BLEE se incluyeron en
este grupo, y en ellos se detectaron los siguientes genes codificantes de BLEE: blacry.m-10 (S.

Virchow), blacrx.m-14a (S. Enteritidis), blacrxm.15+bl0tem.1new (S. Gnesta) y blasuy 1o (S. Enteritidis).
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Se encontrd en el aislado portador del gen blacry.m.1s, €l gen blawy.. que presentaba una
mutacion nucleotidica silente diferente a la de las variantes nucleotidicas blatem-1a, blatem-1b Y
blawem.1c encontrados en el resto de los aislados del estudio (Figura 31). Los resultados

correspondientes a estos aislados se encuentran reflejados en la Tabla 33 y Figura 30.
Aislados con fenotipo AMP*-AMC"®.

Entre los 124 aislados con fenotipo AMPR—AMC'/R, se encontré mayoritariamente el
gen blapse.1, en 54 aislados (43,5%), todos ellos pertenecientes al serotipo Typhimurium.
Ademas, se detectaron 37 aislados blagya.1-positivos (29,8%) y 17 aislados blargym.1p-positivos
(13,7%), tal y como se refleja en la Tabla 33 y en la Figura 30. Destacaron 8 aislados de S.
Typhimurium y un aislado que no pudo ser serotipado que albergaron dos genes codificantes
de beta-lactamasas simultdneamente. Uno de ellos albergd el gen blacix.m.15, de resistencia a
cefalosporinas de tercera generacién. Asimismo, dos aislados de S. Bredeney con fenotipo

AmpC portaban el gen blacyy..
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Figura 30.- Porcentaje de aislados portadores de genes codificantes de beta-lactamasas encontradas
entre los 203 aislados de S. enterica resistentes a ampicilina y sensibles o con sensibilidad disminuida a

AMC (AMC7R).

En la Tabla 33 se puede observar los genes codificantes de beta-lactamasas
encontradas en el total de aislados AMP® en funcidn del serotipo. Entre estos datos destaca el
serotipo Typhimurium donde se encontraron los genes, también mas frecuentes, blagya.1,
blapsg.1 ¥ blawem.1p. En la Figura 32 se pueden observar las beta-lactamasas detectadas en los

203 aislados AMP® en funcidn de sus serotipos.
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ATGAGTATTCAACATTTTCGTGTCGCCCTTATTCCCTTT TTTGCGECATTTTGCCTTCCT
ATGAGTATTCAACATTTTCGTGTCGCCCTTATTCCCTTT TTTGCGECATTTTGCCTTCCT
ATGAGTATTCAACATTTECGTGTCGCCCTTATTCCCTTT TTTGCGGCAT TTTGCCTTCCT
ATGAGTATTCAACATTTCCGTGTCGCCCTTATTCCCTTT TTTGCGGCATTTTGCCTTCCT

dodk ok ko ok ke ko ok ok ko h ok ok ok ok ok ko ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ko ok ok ok ok ko ok ok ok ok

GITTTTGCTCACCCAGAAACGUTGETGAAAGTAARAGATGCT GAAGATCAGTTGGETGCA
GITTTTGCTCACCCAGAAACGUTGETGAAAGTAARAGATGCT GAAGATCAGTTGGETGCA
GTTTTTGCTCACCCAGAAACGCTGETGARAGTAARAGATGCTGAAGATCAGTTGGGETGCA
GTTTTTGCTCACCCAGAAACCCTGETGARAGTAARAGATGCTGAAGATCAGTTGGGETGCA

ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok o ok ok ok ok ok ok ok ok ok ko ok ok ko ok o ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok

CGAGTGGEGT TACATCGAACTGGATCTCAACAGCGGTAAGATCCTTGAGAGTTT TCGCCCC
CEAGTGGGET TACATCGAACTGEATCTCAACAGCGETAAGATCCTTGAGAGTTTTCGCCCT
CGAGTGGEGT TACATCGAACTGGATCTCAACAGCGGTAAGATCCTTGAGAGTTTTCGECCE
CEAGTGGEGT TACATCGAACTGGATCTCAACAGCGGTAAGATCCTTGAGAGTTTTCGCCCT

e o ok ko ok ok oh ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ko ok ok ok ok ko ok ok ok ok

GAAGAACGTTTTCCAATGATGAGCACTTT TARAGTTCTGCTATGT GG TGCEETATTATCT
GAAGAACGTTTTCCAATGATGAGCACTTT TARAGTTCTGCTATGT GG TGCEETATTATCT
GARGAACGTTTTCCAATGATGAGCACTTTTAARGTTCTGCTATGT GGEGCEGETATTATCD
GAARGAACGTTTTCCAATGATGAGCACTTTTAARGTTCTGCTATGTGGTIGCEETATTATCC

e ok e ko ok ok ok ko ok ok ko ko ok ok ok h ok ko ok k ok ok ok ok k ko k ok ok ko ok ko ok ok ok ok

CETETTGACGUCEGGECAAGAGCAACTCGETCGCCGCATACACTAT TCTCAGAATGACTTG
CETETTGACGUCEGGECAAGAGCAACTCGETCGCCGCATACACTAT TCTCAGAATGACTTG
CETGTTEACGCCGGECAAGAGCAACTCGETCGCCGCATACACTAT TCTCAGRATGACTTG
CETGTTEACGCCGEECAAGAGCAACTCGETCGCCGCATACACTAT TCTCAGRATGACTTG

e o ok ko ok ok oh ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ko ok ok ok ok ko ok ok ok ok

GTTGAGTACTCACCAGTCACAGARAAAGCATCTTACGGAT GEGCATGACAGTAAGAGARTTA
GTTGAGTACTCACCAGICACAGARAAGCATCTTACGGATGEGCATGACAGTAAGAGARTTA
GTTGAGTACTCACCAGTCACAGARAAGCATCTTACGGATGGCATGACAGTAAGAGARTTA
GTTGAGTACTCACCAGTCACAGARAAGCATCTTACGGAT GGCATGACAGTAAGAGARTTA

R R R R R R = R

TGCAGTGCTGCCATARCCATGAGTGATAACACTGCTIGCCAACT TACT TCTGACAACGATC
TGCAGTGCTGCCATAACCATGAGTEATAACACTGCTGCCAACTTACT TCTGACAACGATC
TGCAGTGCTECCATARCCATGAGTGATAACACTGCEGECCAACT TACT TCTGACAACGATC
TGCAGTGCTGCCATARCCATGAGTGATAACACTGCGGCCAACT TACT TCTGACRACGATC

R I B i X X R e

GGAGGACCGAAGGAGCTAACCGCTTTTITGCACAACAT GGEEEATCATGTAACTCGCCTT
GGAGGACCGAAGGAGCTAACCGCTTTTTTGCACAACATGGEGEATCATGTAACTCGCCTT
GGAGGACCGAAGGAGCTAACCGCTTTTITGCACAACATGGEGEATCATGTAACTCGCCTT
GEAGGACCGAAGGAGCTAACCGCTT TT TTGCACAACAT GEGGGATCATGTAACTCGCCTT

R R R R R R = R

GATCGTTGEEAACCGEAGC TGAATGAAGCCATACCARACGACGAGCGTGACACCACGATG
GATCGTTGGEARCCGEAGCTGAATGAAGCCATACCAMACGACGAGCGTGATACCACGATG
GATCGTTGGEARCCGEAGCTGAATGAAGCCATACCAARCGACGAGCGTGACACCACGATG
GATCGTTGEEAACCGEAGC TGAATGAAGCCATACCARACGACGAGCGTGACACCACGATG

R R R R AT T R T

CCTGCAGCAATEGCAACAACGTTGEGCAAACTAT TARCTGECGAACTACT TACTCTAGCT
CCTGCAGCAATGECAACAACGT TECGCARACTAT TAACTGECGAACTACTTACTCTAGCT
CCTGCAGCAATGGECARCAACGT TGCGCAAACTAT TAACTGGCGAACTACTTACTCTAGCT
CCTGCAGCAATEGCAACAACGTTGEGCAAACTAT TARCTGECGAACTACT TACTCTAGCT

d ok ko ok ko ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok bk ok o ok ok ok ok ok sk ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ko ok ok %ok ok k k

TCCCEECARCAATTAATAGACTGEATGGAGGCGEATARAGT TGCAGGACCACTTCTGCGE
TCCCGEEARCAATTAATAGACTGGATGGAGGUGEATAAAGT TGCAGGACCACTTCTGCGE
TCCCEECARCAATTAATAGACTGEATGEAGGCGEATAAAGT TGCAGGACCACTTCTGCGC
TCCCGECAACAATTAATAGACTGGATGGAGGCGGATAAAGT TGCAGGACCACTTCTGCGE

ke ke ok ok ok ok ok ok ok ok ok o ok ko ok o ok ok ok ok ok ok ok ok ook ko ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ko ok ok ok ok ok ok

TCGECCCTTCCGECTGECTGETTTATTGCTGATAAATCTGEAGCCEGTGAGCGTGGETCT
TCGEECCCTTCCGECTGECTGETTTATTGCTGATAAATCTGEAGCCEGTGAGCGTGGETCT
TCGECCCTTCCGECTGECTGET TTATTGC TGATAAATCTGGAGCCGGETGAGCGTGGETCT
TCGGECCCTTCCGECTGECTGET TTATTGC TGATAAATCT GGAGCCEGETGAGCGTGGETCT

B R b R R B R T R e

CECEGETATCATTGCAGCACTGEEGCCAGATGETAAGCCCTCCCGTATCGTAGT TATCTAC
COCEETATCAT TGCAGCACTEEGEGCCAGATEETAAGCCCTCCOCGTATCGTAGT TATCTAC
COCGGETATCAT TGCAGCACTEEGEGCCAGATGETAAGCCCTCCOCGTATCGETAGT TATCTAC
CGCGETATCATTGCAGCACTGEGEGCCAGATGGETIAAGCCCTCCOCGTATCGTAGTTATCTAC

B R T R T

ACGACGGGGAGTCAGGCAACTATGEAT GAACGAAA TAGACAGATCGCTGAGATAGGTGCC
ACGACGGGEAGTCAGGCAACTATGGAT GAACGAAATAGACAGATCGCTGAGATAGGETGCC
ACGACGGGEAGTCAGGCAACTATGGAT GAACGAAATAGACAGATCGCTGAGATAGGETGCC
ACGACGEGEGEAGTCAGGCAACTATGEAT GAACGRAATAGACAGATCGCTGAGATAGGETECC

Gk ok h ok ok ok ok ok ok ok ok ko ok ok ok k ok ok hok ok ok ok h ok ok hok k ok hk ok ok ko ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ko ok ok ok ok ko k

TCACTGATTAAGCATTGGTAR BEL
TCACTGATTAAGCATTGGTAA 861
TCACTGATTAAGCATTGGTAA 861
TCACTGATTRAGCATTGGTAA §61
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Figura 31.- Representacion de las distintas variantes de blagy.; encontradas en esta tesis.



Tabla 33.- Genes codificantes de las beta-lactamasas encontrados entre los 203 aislados AMP® con/sin sensibilidad disminuida a AMC.

Gen codificante de la N© Aislados AMP*-AMC® Aislados AMP"-AmC"®
beta-lactamasa n°® Serotipo n®  Serotipo

blagya.1 38 1 Typhimurium 37 Salmonella spp. (5), Thompson (1), Typhimurium (31)
blapsg.q 58 4  Typhimurium 54 Typhimurium

blatem-1a 3 2 Typhimurium 1 Typhimurium

blatem-1p 80 63 Salmonella spp. (7), Enteritidis (9), Moscow (1), Typhimurium (46) 17 Enteritidis (6), Typhimurium (11)
blatem-1b+blarem-1c 1 1 Enteritidis

blarem.1c 2 Typhimurium 1 Typhimurium

blatem-1a+blatem-10 1 Typhimurium

blagya.1+blapse1 1 Typhimurium

blapsg.1+blatem-1p 6 6 Typhimurium

blaoxa1+blatem b 1 Typhimurium

blacry-m-10 1 1 Virchow

blacry-m-14a 1 Enteritidis

blacr-m-1s+blatem-1new 1 Gnesta

blacrym-1s+blarem-1 1 1 Salmonella spp.

blasyy.12 1 1 Enteritidis

blacyy-2 2 2 Bredeney

ND? 5 2 Rissen 3 Enteritidis (2), Typhimurium (1)
Total 79 124

®ND: mecanismo de resistencia no detectado.
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Figura 32.- Beta-lactamasas encontradas en los 203 aislados AMP" en funcién de sus serotipos.
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Resultados

3.2.- Mecanismos de resistencia a otros antibidticos.

Resistencia a fluoroquinolonas. Dado que los mecanismos participantes en la
resistencia a quinolonas y fluoroquinolonas (cominmente denominados PMQR, Tabla 10)
confieren bajos niveles de resistencia a fluoroquinolonas, incluso valores clasificados como
sensibles segun los puntos de corte del CLSI, en todos los aislados aun siendo sensibles a
ciprofloxacina se realizaron las PCRs de deteccidn de los genes PMQR. Sin embargo, ninguno

de los aislados fue positivo para las PCRs realizadas.

Resistencia a tetraciclina. Se observaron 169 aislados resistentes a tetraciclina, en los
gue se encontraron mayoritariamente los genes de resistencia tet(B) [55,9%)] y tet(G) [34,1%];
en un 87% y 100% de estos casos asociado al serotipo Typhimurium. Cuatro aislados

mostraron mas de un gen de resistencia (Tabla 34).

Tabla 34.- Genes tet encontrados entre los aislados AMP" resistentes a tetraciclina.

Genes N % Serotipo (n° aislados)

tet(A) 12 7,1 Typhimurium (10), Rissen (1), Salmonella spp. (1)

tet(B) 92 54,4 Typhimurium (80), Rissen (1), Virchow (1), Salmonella spp. (10)
tet(G)® 57 33,7 Typhimurium (57)

tet(A)+tet(B) 3 1,8 Typhimurium (2), Salmonella spp. (1)

tet(B)+tet(G) 1 0,6 Typhimurium (1)

ND" 5 2,9 Enteritidis (3), Typhimurium (1), Thompson (1)

TOTAL 170

®Se encontraron ademas 8 aislados que albergaban el gen tet(G) pero que presentaron sensibilidad
disminuida a tetraciclinas.
°ND: no detectado.

Resistencia a cloranfenicol. Tal y como se muestra en la Tabla 35, los genes mas
frecuentemente detectados entre los 106 aislados cloranfenicol-resistentes fueron floR

(63,6%) y catA (31,2%).
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. . . . . . R
Tabla 35.- Genes implicados en la resistencia a cloranfenicol encontrados entre los aislados AMP

resistentes a cloranfenicol.

Genes N % Serotipo (n° aislados)

catA 32 30,2 Typhimurium (30), Salmonella spp. (2)
cmlA 6 5,7 Typhimurium (6)

floR 64 60,4 Typhimurium (64)

floR+catA 2 1,9 Typhimurium (2)

floR+catB3® 1 0,9 Thompson (1)

floR+cmIA 1 0,9 Typhimurium (1)

ND® 1 0,9 Typhimurium (1)

TOTAL 107

®Se encontré el gen de resistencia a cloranfenicol catB3 en el estudio y secuenciacién de integrones.
b
ND: no detectado.

Resistencia a aminoglucdsidos. Entre los 145 aislados resistentes a estreptomicina, el
gen de resistencia mas frecuentemente detectado fue aadA (57,6%) y los genes strA-strB
(29,9%). La resistencia a gentamicina y kanamicina fue detectada en 9 y 4 aislados,
respectivamente; aunque tan solo 7 y 3 de ellos albergaron los genes aac(3)-1V y aph(3’)-la,

respectivamente, tal y como se observa en la Tabla 36.

Tabla 36.- Genes de resistencia detectados entre los aislados AMP" resistentes a aminoglucésidos.

Genes N % Serotipo (n° aislados)
aadA 83 57,2 Enteritidis (1), Rissen (2), Typhimurium (78), Salmonella spp. (2)
__ aadA+aadA5 2 1,4 Typhimurium (2)
“E g StrA-strB 43 29,6 Typhimurium (37), Salmonella spp. (6)
n % aadA+strA-strB 13 9,0 Typhimurium (13)
aadA5+strA-strB 1 0,7 Typhimurium (1)
ND° 3 2,1 Enteritidis (1), Typhimurium (2)
“E ?IJI? aac(3)-IvV 7 77,8 Typhimurium (7)
©Z  nND 2 22,2 Typhimurium (1), Salmonella spp. (1)
= E”T aph(3')-la 3 75,0 Typhimurium (3)
S Z \p 1 25,0 Typhimurium (1)

“aadA corresponde a las variantes aadA1 y/o aadA2, los cebadores empleados en la PCR amplifican
ambas variantes.

bAdemé\s, se localizé el gen aadAl en la regidn variable de integrones de clase 1 en 21 aislados STR.
°ND: no detectado.

Resistencia a trimetoprim. Los genes implicados en la resistencia a trimetoprim mas

frecuentemente detectados fueron dfrA1y dfrA12, en 7 aislados cada uno (Tabla 37).
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Tabla 37.- Genes dfr encontrados entre los aislados AMP® resistentes a trimetoprim.

Gen N % Serotipo (n° aislados)

dfrAl 7 36,8 Enteritidis (1), Typhimurium (6)

dfrA7 1 5,3 Typhimurium (1)

dfrA12 8 42,1 Rissen (2), Typhimurium (5), Salmonella spp. (1)
dfrA14 3 15,8 Typhimurium (3)

TOTAL 19

Resistencia a sulfamidas. Entornos genéticos de sul2 y sul3. Los genes de resistencia
sull y sul2 fueron los mayoritarios (121 y 91, aislados, respectivamente) entre los 187 aislados
resistentes a sulfamidas. Un 18% de los genes sul fueron encontrados en combinacidn (Tabla
38). Se estudiaron los entornos genéticos de sull, sul2 y sul3. Mientras que los resultados para
el entorno de sull, relacionado con la presencia de integrones de clase 1, se expondran en el
apartado de integrones; los resultados para entornos de genes sul2 y sul3 se exponen a

continuacion.

Tabla 38.- Genes sul detectados entre los aislados AMP® resistentes a sulfamidas.

Genes N % Serotipo (n° aislados)

sull 86 46,0 Enteritidis (1), Rissen (2), Typhimurium (79), Salmonella spp. (4)
sul2 57 30,5 Enteritidis (2), Virchow (1), Typhimurium (48), Salmonella spp. (6)
sull+sul2 30 16,0 Thompson (1), Typhimurium (27), Salmonella spp. (2)

sull+sul3 2 1,1 Typhimurium (2)

sul2+sul3 1 0,5 Typhimurium (1)

sull+sul2+sul3 3 1,6 Typhimurium (3)

ND? 8 4,3 Bredeney (2), Enteritidis (5), Typhimurium (1)

TOTAL 187

®ND: no detectado.

El entorno genético inmediato de sul2 se determind en 61 de los 91 aislados sul2-
positivos (67%), detectando 8 estructuras genéticas diferentes que se muestran en la Figura
33. Se encontrd una alta asociacidon entre el gen sul2 y los genes de resistencia a
estreptomicina strA-strB, aunque en 3 aislados se encontraron de manera independiente. La
estructura mas frecuente fue repC-sul2-strA-strB-1S26-tnpB, detectada en 30 aislados (49%),
mientras que el gen strA se encontré truncado por el gen de resistencia a trimetoprim dfrA14

en 3 aislados (Figura 33).

El gen sul3 se encontrd en tres entornos distintos, rodeado aguas arriba de la
estructura qacH-1S440 en 5 de los 6 aislados portadores de este gen; mientras que en un

aislado, ninguna de las PCRs realizadas en esta region fueron positivas. Aguas abajo del gen

147



Resultados

sul3 se encontrd la estructura compuesta por una orfl seguida de 257 pb del gen mef(B) que

codifica una bomba de expulsidon activa de macrélidos, que se encontraba truncado por la

secuencia de insercién 1S26, en 5 de los 6 aislados, tal y como puede observarse en la Figura

34. En uno de los ellos (5e191) no pudieron determinarse los genes aguas abajo del gen sul3.

Este gen de resistencia puede encontrarse asociado a integrones no clasicos de tipo 1, como

ocurrié entre nuestras cepas, donde 4 de los aislados presentaron asociacion con este tipo de

integrones. Estos resultados seran comentados en el Apartado 3.3.
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Figura 33.- Estructuras genéticas asociadas al gen sul2 detectadas en 61 de los aislados de S. enterica
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3.3- Prevalencia y caracterizacion de integrones de clase 1, 2 y 3.

Se estudid la presencia de integrasas de tipo 1, 2 y 3 (intll, intl2, intl3,
respectivamente), asi como la region 3’-conservada (qacEAl-sull) y la regidén variable de los
integrones de clase 1 en los 203 aislados AMP®. Ningtin aislado amplificé los genes intl2 o
intl3; mientras que el gen intll se detecté en 119 de los aislados estudiados, lo que
representé un 58,6% del total de aislados. Se detecté un aislado que amplificé la regién 3’-CS
y una regidn variable de 180 pb, pero que no presentd el gen intl1. La secuenciacion del
amplicon de 180 pb confirmd la presencia de un “integrén vacio” (Figura 35-12). Un total de
65 de estos aislados portaron dos integrones de clase 1 y dos aislados presentaron tres

integrones de clase 1.

Se caracterizaron en total 12 estructuras distintas de integrones por PCR y posterior
secuenciacién, tal y como se observa en la Figura 35. En aquellos integrones de clase 1 que
carecian de la regién 3’-CS, se siguié una estrategia denominada “primer walking”, como se

indicé en Material y Métodos.

Entre los resultados encontrados, destacaron 65 aislados (52,4%) de S. Typhimurium
portadores de dos integrones de clase 1, que albergaron en sus regiones variables los genes
aadA2 vy blasse, de resistencia a estreptomicina y beta-lactdmicos, respectivamente (Figura 35-
1). El gen de resistencia a beta-lactamicos blagya.1, detectado en 40 aislados AMPR® se
encontrd asociado al integrén intl1-blaoya1-aadAl1-qacEALl-sull en 38 de ellos (31,9% del total
de integrones detectados) y al integrén intl1-aac(6’)-1b-cr-blaoxa.1-catB3-arr3-qacEA1-sull en
otro aislado (Figura 35-2 y 3). Los genes blapsc.; ¥ blaoya1 S€ encontraron co-residentes en un
aislado de S. Typhimurium, aunque tan solo se detectd la estructura de doble integrén que

contenia el gen blapge.;.

Los genes de resistencia a trimetoprim dfrAl, dfrA7 y dfrA12 que se encontraron en
16 aislados fueron localizados en 7 estructuras distintas, 4 de ellas correspondientes a
integrones de clase 1 defectivos en su regiéon 3’-CS (Figura 35). Entre los integrones
portadores de dfrAl1 (7 aislados), se encontraron las estructuras intl1+dfrAl1 y
intl1+dfrAl+aadAl+qacEAl+sull y el gen dfrA7 en la estructura intl1+dfrA7+qacEA1+sull.
Cuatro de los ocho aislados que presentaron el gen dfrA12 presentaron un integrén defectivo
de la regién gacEA1-sull, pero que se asociaba en todos los casos con los genes de resistencia
a cloranfenicol (cmI/A1) y estreptomicina (aadA1). Ademas, en tres de ellas se encontré el gen

de resistencia a sulfamidas sul/3 asociado a estos integrones, tal y como se expuso en el
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apartado 3.2. Se encontrd un aislado de S. Typhimurium que albergaba un integréon de clase 1
no clasico caracterizado por albergar los genes estX (resistencia a estreptotricina) y psp,
(codificante de una proteina fosfoserin-fosfatasa); ademas de la estructura aadA2 + cmlA1 +

aadAl + gacH + 15440 + sul3 + orf1 + mef(B)AIS26.

blapse
intl1 aadA2 qacEA1 sullA groEL/intl1 qacEA1 sull

* S. Typhimurium (65)

S. Typhimurium (33), Salmonellasp. (5)

(A)

intl1 blagyas

aadAl qacEAl sull

(8)

intl1 aac(6’)-Ib-cr blagya, catB3 arr3 qacEA1 sull

) e B s roreon

S. Typhimurium (4)

]

intl1 dfrA1

(D)

intl1 dfrA1 aadAl qacEA1sull

(E) S. Typhimurium (2), S. Enteritidis (1)

intl1 dfrA7 qacEA1sull

(F) S. Typhimurium (1)

intl1 dfrA12 gcuF aadA2 qacEAlsull
(G) S. Rissen (2); S. Typhimurium (1), Salmonella sp. (1)

intl1 dfrA12 gcuF aadA2  cmlAl aadAl
(H) S. Typhimurium (1)

intl1 dfrA12 gcuF aadA2  cmlAl aadAl qacH 15440 sul3 orfl mef(B)AIS26

0} S. Typhimurium (2)

intl1 dfrA12 gcuF aadA2  cmlAl aadAl qacH 15440 sul3

() S. Typhimurium (1)

intll1 estX psp aadA2 cmlAl aadAl qacH 15440  sul3 orfl mef(B)AIS26

« <) - ) e G o)

att/ gacEA1sull
(L) * S. Typhimurium (1 aislado)

Figura 35.- Estructura genética de los integrones de clase 1 detectados en 119 aislados de S. enterica y

del integrén vacio detectados en un aislado de S. enterica serotipo Typhimurium.
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Caracterizacion de los promotores del casete génico blayy,; localizado en integrones de

clase 1.

Entre los aislados blaoya1-positivos se
observaron valores de sensibilidad
disminuida a cefepime mediante
microdilucién y/o E-test (Figura 36). Estos
valores, en los rangos de CMI de <1 a >8
mg/L, se observaron por la Dra. C. Seral en
el HCULB de Zaragoza. Considerando que el

gen blagya, Se habia detectado dentro de

un integrén de clase 1 en 39 aislados, se

Figura 36.- E-test realizado sobre cepas de S. enterica

enterica que albergaban el gen blaog., seleccionaron 13 de ellos para estudiar la
posible implicacién de los promotores de
los casetes génicos de los integrones en la expresidon de dichos genes y la consiguiente
diferencia de sensibilidad. Doce de los 13 aislados seleccionados presentaron la estructura
intl1+blagya1+aadAl+qacEAl+sull (Figura 35-B) y el aislado restante portaba el integrén
intl1+aac(6’)-lb-cr+blaoxa.+catB3+arr3+qacEA1+sull  (Figura 35-C). Los valores de

microdilucion a cefepime aportados por los hospitales de origen fueron de <1 mg/L (S) en 10

aislados, 2mg/L (S) en 2 aislados y >8 mg/L (R) en un aislado.

El andlisis de promotores reveld que todos los aislados que portaron el integrén
intl1+blagyaqtaadAl+qacEA1+sull (Figura 35-B), aun mostrando distintos valores de
sensibilidad a cefepime, presentaban un promotor débil, PcW, que aumenté su fuerza debido
a encontrarse asociado a un segundo promotor P2 en su forma activa, caracterizado por
presentar una separacion de 17 pb entre la caja -35 y la caja -10 (iError! No se encuentra el

origen de la referencia.).

intl1 blagya 1 qgacEA1l sull

35 Pcespaciador -10
TGGACATAAGCCTGTTCGGTTCGTAAGCTGTAATGCAAGTAGCGTATGCGCTCACGCAACTGGTCCAGAACCTTGAC

CGAACGCAGCGGTGGTAACGGCGCAGTGGCGGTTTTCATGGCTTGTTATGACTGTTTTTTTGGGGTACAGT

Figura 37.- Estructura del promotor encontrado en el integrén de clase 1 asociado a la presencia del

gen blagya.1.
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Sin embargo, para el integrén intl1+aac(6’)-1b-cr+blagya +catB3+arr3+qacEA1+sull
(Figura 35-C) el promotor de casetes génicos era la variante TGN-10 del promotor débil
PcWren.10 (que aumenta en unas 5 veces la eficiencia respecto al promotor PcW) y un

promotor P2 inactivo (Figura 38).

Gz o e

PcWren.10

-35 Pcespaciador -10
TGGACATAAGCCTGTTCGGTTGGTAAGCTGTAATGCAAGTAGCGTATGCGCTCACGCAACTGGTCCAGAACCTTGAC
-35 Pc2 (inactivo) -10
CGAACGCAGCGGTGGTAACGGCGCAGTGGCGGTTTTCATGGCTTGTTATGACTGTTTTTTTGTACAGT

Figura 38.- Estructura del promotor encontrado en el integrén de clase 1 asociado a la presencia de los

genes aac(6')-lb-cr y blagya.1.

A continuacién podemos observar nuestro resultado para todos los integrones de este
tipo, donde se amplificd y secuencio parte del gen de integrasa de tipo 1 (int/1) hasta parte de

la secuencia del casete génico blagya.1.

CEAAATCEAGATSEIIEAL CCGCAGTTGCAAACCCTCACTGATCCGCATGCCCGTTCCATACAGAAGCTG
GGCGAACAAACGATGCTCGCCTTCCAGAAAACCGAGGATGCGAACCACTTCATCCGGGGTCAGCACCACC
GGCAAGCGCCGCGACGGCCGAGGTCTTCCGATCTCCTGAAGCCAGGGCAGATCCGTGCACAGCACCTTGC
CGTAGAAGAACAGCAAGGCCGCCAATGCCTGACGATGCGTGGAGACCGAAACCTTGCGCTCGTTCGCCAG
CCAGGACAGAAATGCCTCGACTTCGCTGCTGCCCAAGGTTGCCGGGTGACGCACACCGTGGAAACGGATG
AAGGCACGAACCAABTEGAHI CCTGTTCGECGTAAGCTGTAATGCAAGTAGCGTATGCGCTCAC
GCAACTGGTCCAGAACCTTGACCGAACGCAGCGGTGGTAACGGCGCAGTGGCG@ATGGCTTGTTA
TGACTGTTTTTTTGGHACAGTCTATGCCTCGGGCATCCAAGCAGCAAGCGCGTTACGCCATGGGTCG
TGTTTGATGTTATGGAGCAGCAATE TACGCAGCAGGGCAGT CGCOCTAAAACAAAGT TGEG G GAAC
CCGGAGCCTCATTAATTGTTAGCCGTTAAAATTAAGCCCTTTACCAAACCAATACTTATTATGAAAAACA
CAATACATATCAACTTCGCTATTTTTTTAATAATTGCAAATATTATCTACAGCAGCGCCAGTGCATCAAC
AGATATCTCTACTGTTGCATCTCCATTATTTGAAGGAACTGAAGGTTGTTTTTTACTTTACGATGCATCC
ACAAACGCTGAAATTGCTCAATTCAATAAAGCAAAGTGTGCAACGCAAATGGCACCAGATTCAACTTTCA
AGATCGCATTATCACTTATGGCATTTGATGCGGAAATAATAGATCAGAAAACCATATTCAAATGGGATAA
AACCCCCAAAGGAATGGAGATCTGGAACAGCAATCATACACCAAAGACGTGGATGCAATTTTCTGTTGTT
TGGGTTTCGCAAGAAATAACCCAAAAAATTGGATTAAATAAAATCAAGAATTATCTCAAAGATTTTGATT
ATGGAAATCAAGACTTCTCTGGAGATAAAGAAAGAAACAACGGATTAACAGAAGCATGGCTCGAAAGTAG
CTTAAAAATTTCACCAGAAGAACAAATTCAATTCCTGCGTAAAATTATTAATCACAATCTCCCAGTTAAA
AACTCAGCCATAGAAAACACCATAGAGAACATGTATCTACAAGATCTGGATAATAGTACAAAACTGTATG
GGAAAACTGGTGCAGGATTCACAGCAAATAGAACCTTACAAAACGGATGGTTTGAAGGGTTTATTATAAG
CAAATCAGGACATAAATATGTTTTTGTGTCCGCACTTACAGGAAACTTGGGGTCGAATTTAACATCAAGC

ATAAAAGCCAAGAAAAA CACTAAATTTATAA
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CEAAATEEAGATEETIGAGEE: cebador Inti1-centro

TGGACA: caja -35 del promotor PcW (promotor débil).
TCGTAAGCT: caja -10 del promotor PcW (promotor débil).

-: caja -35 del promotor P2.
TGACTGTTTTTTTGGGG: secuencia espaciadora en el promotor P2. Mide 17 pb, lo que nos

indica que este promotor es activo.

TACAGT: caja -10 del promotor P2.

GTTGGGC: coresite del casete génico blaoya-1
ATGTTACGCAGCAGGGCAGTCGCCCTAAAACAAAGTTGG: gen codificante de la proteina ORF11-
like.

Subrayado: gen blagya.1.
: secuencia reversa-complementaria del cebador OXA1-R:
AGTGTGTTTAGAATGGTGATC

Analizando los resultados con detalle, pudimos observar que las secuencias obtenidas
de nuestros aislados presentaban una mutacidn nucleotidica en la secuencia del gen orf11,
comparado con la orf11 registrada en Genbank (nimero de acceso EF690695), que provocaba
un desplazamiento del codon de stop en la proteina ORF11 codificada. Esta mutacion
provocaba un defecto en el codon de stop de la proteina ORF11, que en nuestro caso,

quedaba embebido dentro de la secuencia del casete génico blapya.1.

oRFl1 M L R S R AV A L K Q s *
(EF6s0695) atg tta cgc agc agg gea gic goc cta aaa caa agt tag

ORF11 M L R S R A V A L K QS WAN P E P H *
g::ﬁrf” atg tta cgc agc agg gca gtc goc cta aaa caa agt tgg gcg aac ccg gag cct cat taa

3.4.- Relacion entre la resistencia a beta-lactamicos, otros antibidticos y la

presencia de integrones.

En la Tabla 39 se muestran los fenotipos de resistencia, genotipo y serotipos
encontrados en los 203 aislados AMP". Se encontraron un total de 50 fenotipos distintos entre

nuestros aislados, de los cuales 38 correspondieron a fenotipo de multirresistencia.

Los fenotipos de resistencia mas numerosos fueron aquellos que agrupaban los
antibiéticos ampicilina, estreptomicina, tetraciclina y sulfamidas, encontrando los fenotipos
AMP+STR+TET+SUL, AMP+AMCHTET+CHL+SUL vy AMP+AMCH+STR+TET+CHL+SUL vy
AMP+AMC+STR+NAL+TET+CHL+SUL en 32, 16, 52 y 11 aislados, respectivamente. Este
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nimero representa el 54,7% de los aislados AMP® y tan solo 6 de éstos no correspondian al

serotipo Typhimurium.

Los 32 aislados pertenecientes al fenotipo AMP+STR+TET+SUL, sensibles a AMC,
presentaron en todos los casos el gen de resistencia a beta-lactamicos blargwm.1, 10s genes de
resistencia a estreptomicina strA-strB contiguos al gen de resistencia a sulfamidas su/2 y no
mostraron integrones de clase 1. Sin embargo, para los fenotipos AMP+AMCH+TET+CHL+SUL y
AMP+AMCH+STR+TET+CHL+SUL, los genes codificantes de beta-lactamasas mas
frecuentemente encontrados fueron blagxa1 ¥ blapse.. que a su vez se encontraban localizados
en integrones de tipo 1. La asociacion de los genes blagxa.1, (aadA1, strA-strB), catA, tet(B) y
sul fue encontrada en 28 aislados; mientras que el gen blapsz.; se encontré asociado a los
genes aadA2, tet(G), floR y sul en todos los aislados que presentaron la beta-lactamasa PSE-1

(49 aislados).

Revisando la totalidad de fenotipos, es importante resaltar que en 19 aislados que
presentaron el fenotipo AMC'/R, se encontrd el gen blag,.1, frente a los 68 aislados que siendo
sensibles a AMC, portaban también dicha beta-lactamasa. Ademas, en ninguno de estos casos

se encontrd el gen de resistencia dentro de integrones.

La presencia de mas de un gen codificante para la resistencia a beta-lactamicos se
encontré en 12 aislados que albergaron los genes blacrymistblarems (2  aislados),
blatey.1atblarewas (1), blawgvaptblaremac (1), blaoxaatblarevmas (1), blapse.itblarems  (6),

blapse.1+blaoxas (1).

La resistencia a cefalosporinas de tercera y cuarta generacion se observd en 4 y 2
aislados, respectivamente, que albergaron BLEEs y pAmpC. En ninguno de los casos se
encontraron integrones de clase 1 que contuviesen estos genes de resistencia, mientras que
en uno de los aislados se encontré un integron de clase 1
(intl1+dfrA12+gcuF+aadA2+qacEAl+sull). Se analizaran estos aislados en profundidad en el

Apartado 5.
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Tabla 39.- Fenotipos y mecanismos de resistencia detectados en 203 aislados AMP".

Fenotipo de resistencia (n° de aislados)”  Genotipo de resistencia (n° de aislados) Serotipos (n° de aislados) lm;igsr:r;bde I;Zt/?er'lsqiuif
AMP (7) blatenm-ap (7) Enteritidis (5), Moscow (1), i i
Salmonella spp. (1)
AMP+AMC (2) blatem-ap (2) Enteritidis (2) - -
AMP+NAL (1) blatepm-ap (1) Enteritidis (1) - -
AMP+TET (1) blagm.p+tet(B) (1) Typhimurium (1) - -
AMP+SUL (2) blatenm-ap (1) Enteritidis (1) - -
blaremaptsul2 (1) Enteritidis (1) - ND
AMP+AMC+FOX (1) ND (1) Enteritidis (1) - -
AMP+AMC+NAL (1) ND (1) Enteritidis (1) - -
AMP+AMC+TET (1) blatepm-ap (1) Enteritidis (1) - -
AMP+AMC+SUL (2) blatem-ap (2) Enteritidis (2) - -
AMP+STR+SUL (2) blagm.1p +StrA-strB+sul2 (2) Typhimurium (2) - e(2)
AMP+TET+SUL (3) blargm.ap +tet(B)+sul2 (2) Typhimurium (3) - ND
blaten.1c +tet(B)+sul2 (1) - ND
AMP+AMC+H+TET+SUL (2) blagya1+aadA1*+tet(B)+sull (1) Typhimurium (2) B(1) -
blaten.1c +tet(B)+sul2 (1) - ND
AMP+AMC+SUL+SXT (1) blatepm-ap (1) Enteritidis (1) - -
AMP+ATM+CTX+CAZ (1) blacryxm-15+bI0epm-1new (1) Gnesta (1) - -
AMP+STR+TET+SUL (32) blatepap+StrA-strB+tet(B)+sul2 (25) Typhimurium (22), Salmonella spp. (3) - b(1), d(4),

blagm.1ptStrA-strB+tet(B)+sull+sul2 (1)
blatemaptaadA+strA-strB+tet(B)+sul2 (4)

blatemaptaadA+strA-strB+tet(B)+sull+sul2 (1)
blatepaptaadA5+strA-strB+tet(B)+sul2 (1)

Typhimurium (1)
Typhimurium (4)
Typhimurium (1)
Typhimurium (1)

e(14), f(4),
h(1),i(1)
d(1)
e(4)
e(1)
a(1)



Fenotipo de resistencia (n° de aislados)”  Genotipo de resistencia (n° de aislados) Serotipos (n° de aislados) Integron bde Entorno df
clase 1 genes sul
AMP+AMC+NAL+TET+SUL (3) blagya+aadA1*+tet(B)+sull (2) Typhimurium (1), Salmonella spp. (1) B(2) -
blagya.1taadAl*+tet(B)+sull +sul2 (1) Salmonella spp. (1) B(1) ND
AMP+AMC+STR+CHL+SUL (6) blapse.+aadA2+tet(G)*+floR+sull (6) Typhimurium (6) A(6) -
AMP+AMC+STR+TET+SUL (8) blagya+aadAl+tet(B)+sull (2) Typhimurium (8) B(2) -
blatepaptstrA-strB+tet(A)+sul2 (1) - f(1)
blatepaptstrA-strB+tet(B)+sul2 (4) - d(2), e(1), f(1)
tet(B) (1) - -
AMP+AMC+TET+CHL+SUL (16) blagya.1+aadAl*+tet(B)+catA+sull (12) Typhimurium (10), Salmonella spp. (2) B(12) -
blaoxa1+aadA1*+tet(B)+catA+floR+sull (1) Typhimurium (1) B(1) -
blagya.1taadAl*+tet(B)+catA+sull+sul2 (2) Typhimurium (2) B(2) ND
blagya1 +catB3+floR+sull+sul2+aac(6’)-Ib-cr (1) Thompson (1) C(1) ND
AMP+ATM+STR+TET+SUL (1) blatepmaptstrA-strB+ tet(B)+sul2 (1) Typhimurium (1) - d(1)
AMP+ATM+CTX+CAZ+NAL (1) blacryx-m-14a (1) Enteritidis (1) - -
AMP+CTX+CAZ+FOX+SUL (2) blacwy-2 (2) Bredeney (2) - -
AMP+CTX+NAL+TET+SUL (1) blacryx.m-1ottet(B)+sul2 (1) Virchow (1) - -
AMP+GEN+TOB+TET+SUL (2) blagmapt aac(3)-1V+tet(A)+sull+sul2 (2) Typhimurium (2) -(1), L(2) ND(2)
AMP+STR+NAL+TET+SUL (4) blatgm-aptsul2 (2) Enteritidis (1), Typhimurium (1) - ND(2)
blagp.1p+StrA-strB+tet(B)+sul2 (1) Salmonella spp. (1) - f(1)
blatemaptstrA-strB+tet(A)+tet(B)+sul2 (1) Salmonella spp. (1) - e(1)
AMP+STR+TET+CHL+SUL (5) blapse.1+aadA2+tet(G)+floR+sull (1) Typhimurium (5) A(1) -
blapse.1+aadA2+aadA5+tet(G)+floR+sull (1) A(1) -
blapse.1+aadA2+tet(G)+floR+sull +sul2 (1) A1) ND(1)
blagya+aadAl+catA+tet(B)+sull +sul2 (1) B(1) ND(1)
blatepap+StrA-strB+tet(B)+catA+sul2 (1) - e(1)
AMP+STR+TET+SUL+SXT (1) blatepap+StrA-strB+tet(B)+sul2 (1) Salmonella spp. (1) - f(1)



Fenotipo de resistencia (n° de aislados)”  Genotipo de resistencia (n° de aislados) Serotipos (n° de aislados) Integron bde Entorno df
clase 1 genes sul
AMP+STR+TET+SUL+TRM+SXT (7) blatep1atStrA-strB+tet(B)+sul2+dfrA1 (2) Typhimurium (2) D(2) e(2)
blatepaptaadAl+strA-strB+tet(A)+tet(B)+sull+sul2+sul3+dfrA1 (1) Typhimurium (1) E(1) b(1), 1(1)
blatgm.1a+ blaten.1p+strA-strB+tet(B)+sul2+dfrA1 (1) Typhimurium (1) D(1) e(1)
blatemapt blatemactaadAl+sul1+dfrAl (1) Enteritidis (1) E(1) -
aadA2+tet(A)+sull+dfrA12 (1) Rissen (1) G(1) -
aadA2+tet(B)+sull+dfrA12 (1) Rissen (1) G(1) -
AMP+AMC+STR+NAL+TET+SUL (1) blagya1+aadAl+tet(B)+sull (1) Salmonella spp. (1) B(1) -
AMP+AMC+STR+NAL+CHL+SUL (1) blapse.1+aadA2+tet(G)*+floR+sull (1) Typhimurium (1) A(1) -
AMP+AMC+STR+TET+CHL+SUL (52) blapse.i+aadA2+tet(G)+floR+sull (25) Typhimurium (52) A(25) -
blapse.i+aadA2+tet(B)+tet(G)+floR+sull (1) A(1) -
blapse.i+aadA2+tet(G)+floR+sull +sul2 (8) A(8) ND(1)
blagya.1raadAl+tet(B)+catA+sull (6) B(6) -
blagya.1raadAl+tet(B)+catA+sull+sul2 (1) B(1) ND(1)
blaoxataadAl+strA-strB+tet(B)+catA+sull+sul2 (3) B(3) f(3)
blatepap+StrA-strB+tet(B)+cmlAl+sul2 (1) - f(1)
blaoya1+blatem.1ptraadAl+strA-strB+tet(B)+catA+sull+sul2 (1) B(1) f(1)
blapsg.1+blagy.praadA2+tet(G)+floR+sull (3) A(3) -
blapse1+blarem.aptaadA2+tet(G)+floR+sul1+sul2(1) A(1) ND(1)
blapsg.1+blargy.praadA2+aadAS5+tet(G)+floR+sull (1) A1) -
blapse1+blarep 1 +aadA2+strA-strB+tet(G)+floR+sull +sul2 (1) A1) f(1)
AMP+AMC+NAL+TET+CHL+SUL (2) blagya.1+aadAl*+tet(B)+catA+sull (2) Typhimurium (2) B(2) -
AMP+AMCH+TET+SUL+TRM+SXT (1) blatemaptstrAA-dfrA14-AstrA-strB+tet(A)+sul2 (1) Typhimurium (1) - g(1)
AMP+ATM+CTX+CAZ+NAL+SUL (1) blasyy.1 (1) Enteritidis (1) - -
AMP+STR+TET+CHL+SUL (1) blatepap+StrA-strB+tet(B)+sull+sul2 (1) Typhimurium (1) - e(1)
AMP+GEN+TOB+AMK+NAL+SUL (1) blagm.p+ sull (1) Typhimurium (1) - -
AMP+AMC+STR+NAL+TET+CHL+SUL (11) blapse.,+aadA2+tet(G)+floR+sull (9) Typhimurium (9) A(9) -
blagya.1+tet(B)+floR+catA+sull (1) Typhimurium (1) B(1) -
blagya+tet(B)+catA+sull (1) Typhimurium (1) B(1) -
AMP+AMC+STR+TET+SUL+TRM+SXT (1)  blargy.1.+StrA-strB+tet(B)+sul2+dfrA1 (1) Typhimurium (1) D(1) e(1)



Fenotipo de resistencia (n° de aislados)”  Genotipo de resistencia (n° de aislados) Serotipos (n° de aislados) Integron bde Entorno df
clase 1 genes sul
AMP+AMC+KAN+STR+TET+CHL+SUL (2) blapse.,+aph(3’)-la+aadA2+tet(G)+floR+sull (1) Typhimurium (2) A(1) -
blapse.1+ blaoya1+aadA2+tet(G)+floR+sull (1) A(1) -
AMP+AMC+NAL+TET+SUL+TRM+4SXT (2) blagy.1p+StrAA-dfrA14-AstrA-strB+tet(A)+sul2 (1) Typhimurium (2) - g(1)
blagp.1p+StrAA-dfrA14-AstrA-strB+tet(A)+sull+sul2 (1) - g(1)
AMP+KAN+AMK+STR+NAL+CHL+SUL (1) blapse.1+aadA2+tet(G)*+floR+sull +sul2 (1) Typhimurium (1) A(1) ND(1)
AMP+AMC+GEN+TOB+STR+TET+CHL+  blapse.,+aac(3)-1IV+aadA2+tet(G)+floR+sull (1) Typhimurium (1) A(1) -
SUL (1)
AMP+AMC+TOB+STR+NAL+TET+CHL+ blapse.i+aadA2+tet(G)+floR+sull (1) Typhimurium (1) A(1) -
SUL (1)
AMP+AMC+STR+TET+CHL+SUL+TRM+ blatemaptaadAl+aadA2+strA-strB+tet(A)+cmIAl+sull+sul2+sul3+ Typhimurium (1) J(1) c,k(1)
SXT (1) dfrA12 (1)
AMP+GEN+TOB+STR+CHL+SUL+TRM+  blagy.1ptaac(3)-IV+aadAl+aadA2+cmIAl+sull+sul3+dfrA12 (1) Typhimurium (1) G(1) j(1)
SXT (1)
AMP+AMC+STR+NAL+TET+CHL+SUL+ blapse.i+aadAl+aadA2+tet(G)+floR+cmlIAl+sull+dfrA12 (1) Typhimurium (1) A(1), H(1) -
TRM+SXT (1)
AMP+GEN+TOB+STR+TET+CHL+SUL+ blatemap + aac(3)-IV+aadAl+aadA2+tet(A)+cmiAl+sull+sul2+sul3+ Typhimurium (1) 1(1) j(1)
TRM+SXT (2) dfrA12 (1)
blatemap + aac(3)-IV+aadAl+aadA2+tet(A)+tet(B)+cmIAl+sull+sul3+ Typhimurium (1) E(1), K(1) j(1)
dfrAl (1)
AMP+KAN+STR+NAL+TET+CHL+SUL+ blagm.1p +StrA-strB+tet(A)+catA+sull+sul2+dfrA7 (1) Typhimurium (1) F(1) e(1)
TRM+SXT (1)
AMP+AMC+GEN+TOB+STR+TET+CHL+  blagy.1p + aac(3)-IV+aadA2+tet(A)+cmiA+sull+sul2+sul3+dfrA12 (1) Typhimurium (1) 1(1) j(1)
SUL+TRM+SXT (1)
AMP+ATM+CTX+CAZ+GEN+STR+TET+ blacryxm-1s+blarem-praadA+tet(A)+sul1+sul2+dfrA12 (1) S. enterica subesp. enterica grupo C (1) G(1) ND(1)

SUL+TRM+SXT (1)

°En negrita se encuentran indicados aquellos aislados que presentaron fenotipo de multirresistencia (resistencia a tres o mas familias de antibidticos). ®Estructuras de los integrones (A-L) y
de los genes sul (a-l) segun las Figura 33, Figura 34 y Figura 35. *Aislados que presentaron el gen de resistencia (aadA o tet(G), implicados en la resistencia a estreptomicina o tetraciclinas,

respectivamente) pero cuyo fenotipo fue intermedio para ese antibiético.
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4.- CARACTERIZACION DE CEPAS blapse.1-POSITIVAS.

A partir de los 203 aislados AMPF, otro de los objetivos que se plantearon en esta tesis
fue caracterizar los 65 aislados portadores del gen blapse1, con la finalidad de estudiar su
diversidad clonal mediante PFGE y su tipado molecular mediante MLST, de detectar y
caracterizar la Isla Genémica de resistencia de Sa/monella de tipo 1 (SGI1) y asi como detectar
los diversos factores de virulencia presentes tanto en cromosoma como en elementos

genéticos moviles.

Los 65 aislados blapse.1-positivos procedian de muestras fecales, salvo dos de muestras
de sangre de pacientes de cuatro hospitales espanoles dispersos geograficamente: HCULB (13

aislados), CHP (14 aislados), HSP (19 aislados) y HGM (19 aislados).

Todos los aislados pertenecian al serotipo Typhimurium, 64 de ellos a la variante
bifasica (4,12:i:1,2) del mismo, y uno de ellos a la variante monofasica (4,12:i:-). Un total de 52
de los 65 aislados fueron fagotipados en el Centro Nacional de Microbiologia (Majadahonda,
Madrid), obteniendo los siguientes fagotipos: DT104 (3 aislados), DT104B (12), DT104L (14),
DT193 (1), U302 (13), U310 (2), DT12 (1) y no-tipables (6).

El 87,7% (n= 57) de los aislados presentaron el fenotipo de pentarresistencia AMP-
CHL-STR-SUL-TET, que se correspondia con la presencia de los genes blapse.1, floR, aadA2, sull
y tet(G), respectivamente. Ademas se encontré el gen tet(G) en 8 aislados AMP-CHL-STR-SUL-

TET-resistentes que mostraron sensibilidad disminuida a tetraciclina.

El gen blapse.1 se detectd como casete génico en una estructura de integrén complejo
(Figura 35-A) encontrado en los 65 aislados estudiados. Adicionalmente, el integrén intl/1-
dfrAl12-gcuF-aadA2-cmiAl-aadAl se observd en un Unico aislado. Siete aislados presentaron
ademas el gen blagm.1p (6 aislados) o blagxa1 (1). La corresistencia a acido nalidixico se detecto
en 13 aislados pentarresistentes, y la corresistemcia a kanamicina y a gentamicina vy
tobramicina en 3 y un aislado, respectivamente, de los 57 AMP-CHL-STR-SUL-TET-resistentes
(Tabla 40).
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Tabla 40.- Fenotipos y mecanismos de resistencia detectados en los 65 aislados blaps.1-positivos.

Fenotipo de resistencia

Genotipo de resistencia

Integron de

(n® de aislados) (n® de aislados) clase 1°

AMP+AMC+CHL+STR+SUL (6) blapse.1+ floR+aadA2+ sull+tet(G)* (6) A (6)

AMP+CHL+STR+SUL+TET (3) blapse.1+ floR+aadA2+ sull+ tet(G) (1) A(1)
blapse.1+ floR+aadA2+aadA5+ sull+ tet(G) (1) A(1)
blapse.+ floR+aadA2 + sull+sul2+ tet(G) (1) A(1)

AMP+CHL+STR+SUL+TET+NAL(1) blapse.1+ floR+aadA2+ sull+tet(G)* (1) A(1)

AMP+AMC+CHL+STR+SUL+TET (40) blapse.1+floR+aadA2+sull+ tet(G) (25) A (25)
blapse.1+floR+aadA2+sull+ tet(B)+tet(G) (1) A(1)
blapse.q+floR+aadA2+sull+sul2+ tet(G) (8) A (8)
blapsg.1+blatem 1 tfloR+aadA2+sull+ tet(G) (3) A (3)
blapsg.1+blaeyv . +floR+aadA2+sull+sul2+ A(1)
tet(G) (1)
blapsg.1+blagy ptfloR+aadA2+aadA5+sul1+ A(1)
tet(G) (1)
blapsg.1+blatgp 1 +floR+aadA2+strA-strB+ sull+ A(1)
sul2+ tet(G) (1)

AMP+AMC+CHL+STR+SUL+TET+NAL (9)  blapse.1+ floR+aadA2+ sull+ tet(G) (9) A(9)

AMP+AMC+CHL+STR+SUL+TET+KAN (2)  blapse.1+ floR+aadA2+ sull+ tet(G)+aph(3’)-la A(1)
(1) A(1)
blapse.1+blagya.q1+floR+aadA2+sull+ tet(G) (1)

AMP+CHL+STR+SUL+TET+NAL+AMK+ blapse.+ floR+aadA2+ sull+sul2+tet(G)* (1) A(1)

KAN (1)

AMP+AMC+CHL+STR+SUL+TET+GEN+ blapse.1+ floR+aadA2+ sull+ tet(G)+aac(3)-IV A(1)

TOB (1) (1)

AMP+AMC+CHL+STR+SUL+TET+NAL+ blapse 1+ floR+aadA2+ sull+ tet(G) (1) A(1)

TOB (1)

AMP+AMC+CHL+STR+SUL+TET+NAL+ blapse.1+ floR+cmiIAl+aadAl+aadA2+ sull+ A(1),H(1)

TRM+SXT (1)

tet(G)+dfrA12 (1)

*Aislados que presentaron el gen de resistencia a tetraciclinas tet(G) pero cuyo fenotio fue intermedio
para este antibidtico. °Estructuras de los integrones (A-L) segun la Figura 35.

4.1.- Estudio de la diversidad clonal y tipado molecular de los aislados

blapsg.1-positivos.

Se determiné la relacién clonal entre los aislados blaps.1-positivos mediante PFGE tras

digestion con las enzimas Xbal y Spel. El andlisis visual se utilizé para clasificar los aislados, sin

considerar diferencias menores en tamafio o intensidad de las bandas y se asignaron los

patrones segln su orden de aparicion.

Se observd una alta clonalidad entre nuestras cepas, pese a pertenecer a hospitales

geograficamente distantes. Se encontraron 8 patrones mediante PFGE-Xbal (X1a, X1b, Xlc,

X1d, X1le, X1f, X1g, X2; Figura 39-A), con fragmentos de DNA estimados entre 48,5 y 485 Kb,

aproximadamente; mientras que la digestion con la enzima Spel mostrd 12 patrones (S1a, S1b,
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Figura 39.- Patrones de PFGE representativos encontrados en las cepas blapse.1-positivas. M: marcador de peso molecular Lambda Ladder PFG Marker (New England Biolabs).

(A): patrones PFGE-Xbal. (B): patrones PFGE-Spel.



Resultados

Slc, S1d, Sle, Sif, S1g, S1h, S1i, S1j, S1k, S1l) con fragmentos comprendidos entre 48,5 y
727,5 Kb (Figura 39-B), en comparacion con el marcador de peso molecular Lambda Ladder
PFG Marker (New England Biolabs, Beverly, MA, USA). Los patrones mostraban entre 1y 4
bandas de diferencia con respecto al primer patrén de cada digestidén (X1a y Sla para PFGE-
Xbal y PFGE-Spel, respectivamente). Se clasificaron segun el criterio establecido por Tenover
et al., 1995, de manera que las cepas cuyos patrones diferian en menos de tres bandas fueron
consideradas como clonalmente relacionadas. Cuando se combinaron los resultados
obtenidos en la digestién con ambas enzimas (Figura 40), se observaron 21 combinaciones,

siendo las mas frecuentes X1a-S1a (19 cepas, 29%) y X1a-S1d (13 cepas, 20%).

n? de cepas
0 5 10 15 20

Xla-51a 15
Xla-S1b 2

Xla-Slc 2

Xla-S1d 13
Xla-Sle 1

Xla-51g 1

Xla-S1h 1

X1a-51j 2

Xla-S1k 1

X1h-51a 2

X1b-51d 4

X1b-51g 1

X1b-51h 1

X1b-51i 1

Combinaciones de patrones PFGE

X1le-51a 2
X1d-51b 2
Xle-Sla 1
X1f-51a 3
X1f-51b 3
X1g-51l 1

X2-51f pl

Figura 40.- Combinacion de patrones de PFGE y numero de cepas encontrados entre las cepas blapse.1-

positivas.
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Un total de 21 cepas, una por cada combinacion de patrones, fueron tipadas mediante
la técnica de MLST. Todas nuestras cepas pertenecieron a la secuencia tipo ST19, con la
combinacion alélica aroC10, dnaN7, hemD12, hisD9, purE5, sucA9 y thrA2. Esta secuencia tipo
es el ST central en el Complejo Clonal al que pertenece, CC1, donde se agrupan la mayor parte

de S. Typhimurium analizadas hasta el momento con esta técnica.

4.2.- Deteccion y caracterizacion de la Isla Genémica de Salmonella de tipo 1

(SGI1).

Todas las cepas blapse.1-positivas mostraron un integron complejo In104, formado a su
vez por dos integrones de clase 1. La regién variable detectada por PCR del primer integrén,
cuyo tamafio fue de 1 Kb, albergd el casete génico de resistencia a estreptomicina aadA2;
mientras que la del segundo integrdn, de 1,2 Kb, albergé el casete génico de resistencia a
ampicilina blapsz.;. La presencia de estos dos integrones, que constituyen el nucleo de
resistencia de la Isla Genédmica de Salmonella de tipo 1 (SGI1), constituia un indicio de la

presencia de esta isla entre nuestras cepas.

Por ello, en las 65 cepas blapse.1-positivas se estudié la presencia de la SGI1 mediante
el mapeo por PCR, tal y como se ha descrito en el Apartado 6.6 de Material y Métodos (Figura
25). Todas las PCRs fueron positivas tanto para las regiones de anclaje al cromosoma,
denominadas DR-L y DR-R, como para las regiones de resistencia que contenian los genes
intl1-aadA2, sull-floR-tetR-tet(G), groEL-intl1-blapse., Yy qacEA1-sull-orf5-orf6-1S6100 (Figura
25). El tamafio tedrico esperado para la region orf5-orf6-1S6100 era 1183 pb, sin embargo, en
la cepa de S. Typhimurium W313 se observé un amplicén de aproximadamente 320 pb en el
gel de agarosa. Tras la secuenciacidn de este producto de PCR, se observd que la cepa W313
presentaba una delecidn parcial del gen orf5 y una delecién total del gen orf6 por el elemento
IS6100 (Figura 41). Esta variacién, nunca antes descrita, se incluyé en GenBank con el nimero
de acceso JF775513.1 (Anexo ).

blays, qacEAl  sull orf5 orf6 156100

p ) B | m=p

blayse, qacEAl  sull orf5 156100

4 y | 4 '

Figura 41.- Region de la SGI1 donde se observé una delecién. En la parte superior se encuentra la
region estandar de SGI1 (GenBank no. AF261825) y en la parte inferior la region correspondiente a S.

Typhimurium W313 con la delecidn en la region orf5-orf6-1S6100.
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4.3.- Deteccion de factores de virulencia en cepas de S. Typhimurium blapsg._1-

positivas.

Las 65 cepas portadoras del gen de resistencia blapse.; amplificaron todos los genes
contenidos en las islas de patogenicidad (SPIs): SPI1 (invE/A, orgA, avrA), SPI2 (ttrC, ssaQ),
SPI3 (sugR, rhuM, rmbA, misL, mgtC), SPI4 (spi4R, spidD) y SPI5 (sopB, pipA); asi mismo fueron
positivas para los genes localizados en cromosoma: phoP/Q, hin/H2, iroB, sodC1, sopE2 y bcfC.
Sin embargo, todas las cepas fueron negativas para el gen gipA (Tabla 41). Los genes
cromosomicos slyA y sopEl tan solo fueron detectados en 60 (92,3%) y 1 (1,5%) cepa,
respectivamente. Los genes spvC, rcK, pef(A), pef(B), pef(C) y pef(D) fueron detectados en 58
(89,2%) de las cepas estudiadas, mientras que los genes stn, himA, agfA, sefD y ast fueron

negativos en todas ellas (Tabla 41).

En funcion de la presencia o ausencia de los genes avrA, ssaQ, mgtC, spidD, sopB,
gipA, sodC1, sopEl, bcfCy spvC, representantes de las distintas islas de patogenicidad, genes
cromosomicos y genes plasmidicos de virulencia, testados por PCR, se encontraron tres
patrones de virulencia denominados virulotipos. El 90% de las cepas estudiadas
correspondieron al virulotipo A (avrA, ssaQ, mgtC, spidD, sopB, sodC1, bcfC y spvC); mientras
que los virulotipos B (avrA, ssaQ, mgtC, spidD, sopB, sodC1 y bcfC) y C (avrA, ssaQ, mgtC,
spi4D, sopB, sodCl1, sopEl y bcfC) se detectaron en 6 y 1 cepa, respectivamente. Los
virulotipos A y B fueron subdivididos en dos diferentes subtipos (A1-A2 y B1-B2), en funcidn

de la presencia o ausencia del gen cromosdomico slyA (Tabla 41).
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Tabla 41.- Factores de virulencia detectados en las 65 cepas de S. Typhimurium blapse_-positivas analizadas.

Genes contenidos en las islas de

patogenicidad de Salmonella (SPIs) Genes codificados en cromosoma

Genes codificados en

pldsmido

Numero de
cepas

Patrdn de virulencia
(virulotipo)®

invE/A, orgA, avrA, ttrC, ssaQ, sugR,

rhuM, rmbA, misL, mgtC, spi4R, spidD,  phoP/Q, hinH2, iroB, sodC1, sopE2, bcfC, slyA
sopB, pipA

invE/A, orgA, avrA, ttrC, ssaQ, sugR,

rhuM, rmbA, misL, mgtC, spi4R, spidD,  phoP/Q, hinH2, iroB, sodC1, sopE2, bcfC
sopB, pipA

invE/A, orgA, avrA, ttrC, ssaQ, sugR,

rhuM, rmbA, misL, mgtC, spi4R, spidD, ~ phoP/Q, hinH2, iroB, sodC1, sopE2, bcfC, slyA
sopB, pipA

invE/A, orgA, avrA, ttrC, ssaQ, sugR,

rhuM, rmbA, misL, mgtC, spi4R, spidD,  phoP/Q, hinH2, iroB, sodC1, sopE2, bcfC
sopB, pipA

invE/A, orgA, avrA, ttrC, ssaQ, sugR,

rhuM, rmbA, misL, mgtC, spi4R, spidD,  phoP/Q, hinH2, iroB, sodC1, sopE1, sopE2, bcfC, slyA
sopB, pipA

spvC, rck, pef(A-D)

spvC, rck, pef(A-D)

No detectados

No detectados

No detectados

55

85%

5%

6%

3%

2%

Al

A2

B1

B2

®Los genes que determinan el patrén de virulencia (virulotipo) estan marcados en letra negrita.

Virulotipo A: avrA, ssaQ, mgtC, spi4D, sopB, sodC1, spvC, bcfC.
Virulotipo B: avrA, ssaQ, mgtC, spidD, sopB, sodC1, bcfC.

Virulotipo C: avrA, ssaQ, mgtC, spi4D, sopB, sodC1, sopE1, bcfC.



Resultados

5.- CARACTERIZACION DE CEPAS DE S. enterica PORTADORAS

DE BETA-LACTAMASAS DE ESPECTRO EXTENDIDO (BLEEs) O DE

BETA-LACTAMASAS DE TIPO AmpC (AmpC).

Se seleccionaron los 5 y 2 aislados de S. enterica con fenotipos BLEE y AmpC,
respectivamente, de entre los 203 aislados AMP® analizados a lo largo de esta tesis. A esos 7
aislados se sumaron 4 mds con fenotipo BLEE remitos por el Hospital Universitario Central de
Asturias (HUCA) para su estudio. Estos 11 aislados de S. enterica con fenotipo BLEE o AmpC se
seleccionaron con el fin de caracterizar los elementos genéticos mdviles, tales como
secuencias de insercion o plasmidos, implicados en la movilizacién de los genes codificantes
de beta-lactamasas; asi como de evaluar la estabilidad temporal de dichos fenotipos vy

elementos en ausencia de presion selectiva de antibidticos.

Todos los aislados procedian de muestras fecales de distintos pacientes de tres
hospitales espafioles: Hospital San Pedro de Logrofio (HSP, 2 aislados), Complejo Hospitalario
de Pontevedra (CHP, 4 aislados) y Hospital Universitario Central de Asturias (HUCA, 5
aislados), durante el periodo 2003-2009 (Tabla 42).

Tabla 42.- Cepas de S. enterica con fenotipo BLEE o AmpC incluidas en este estudio.

. Afio de . , ,

Cepa Fenotipo aislamiento Hospital Serotipo Perfil PFGE ST
C516* BLEE 2003 CHP Virchow Pla ST16
C650* BLEE 2004 CHP Virchow Pla ST16
w19 BLEE 2008 HSP Virchow P1b ST16
C683* BLEE 2004 CHP Virchow P1b ST16
W192 BLEE 2009 HSP Enteritidis P2 ST11
C1221 BLEE 2007 HUCA Enteritidis P2 ST11
C1220 BLEE 2005 HUCA S. enterica grupo C P3 ST599
C1189 BLEE 2007 CHP Gnesta P4 ST1587
C493* BLEE 2003 HUCA Livingstone P5 ST457
C1218 AmpC 2004 HUCA Bredeney P6 ST306
C1219 AmpC 2004 HUCA Bredeney P6 ST306

*Estas cepas fueron incluidas en este apartado del estudio procedentes del HUCA.
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Figura 42.- Patrones de PFGE encontrados en los aislados de S. enterica con fenotipo ESBL/AmpC. (a): patrones PFGE-Xbal. (b): patrones PFGE-Spel. En ambas figuras, carril
1: marcador de peso molecular Lambda Ladder PFG Marker (New England BiolLabs); carriles 2 y 14: digestion Xbal de la cepa de S. enterica serotipo Braenderup H9812,
utilizada como control de tamafio estandar. Carril 3: cepa W19; carril 4: C683; carril 5: C516; carril 6: C650; carril 7: C1220; carril 8: C1189; carril 9: C1221; carril 10: W192;
carril 11: C493; carril 12: C1218 y carril 13: C1219.



Tabla 43.- Serotipo, fenotipo y genotipo de resistencia para las cepas de S. enterica estudiadas.

Valores de CMI (mg/L) . s Integron
Cepa Serotipo Beta-lactamasa Fenotipo a otros antibidticos Otros genes de resistencia de clase
p PO\ amp cTx cAz ATM FOX no-beta-lactdmicos g .
C516 Virchow >512 16 4 4 8 | CTX-M-9+TEM-1b NAL, KAN, STR, TET, SUL, TRM, SXT aph(3')-l, aadA2, strA-strB, tet(A), sull, sul2, dfrA16 +
C650 Virchow >512 16 4 4 8 | CTX-M-9+TEM-1b NAL, KAN, STR, TET, SUL, TRM, SXT aph(3')-l, aadA2, strA-strB, tet(A), sull, sul2, dfrA16 +
W19  Virchow >512 64 4 4 8 | CTX-M-10 NAL, TET, SUL sul2, tet(B) -
C683  Virchow >512 32 4 4 8 | CTX-M-10 NAL, SUL sul2 -
W192 Enteritidis | 512 128 32 16 8 | CTX-M-14a NAL - -
Salmonella
C1220 enterica >512 2256 2256 264 8 | CTX-M-154TEM-1b* GEN, STR, TET, SUL, TRM, SXT aadA, tet(A), sull, sul2, dfrA12 +
grupo C
C1189 Gnesta 2512 2256 2256 264 8 |CTX-M-15+TEM-lnew - - -
C493 Livingstone | 2512 64 32 16 4 | SHV-2 STR, TET, SUL aadAl, tet(A), sull +
C1221 Enteritidis |>512 64 2256 264 8 | SHV-12 NAL, SUL - -
C1218 Bredeney |2512 32 128 8 64 | CMY-2 SUL - -
C1219 Bredeney |2512 32 256 8 64 | CMY-2 SUL - -

*Se detectd una nueva variante del gen blagy.1, que mostré una mutacién nucleotidica silente (T->C) en la posicidn 735, de acuerdo a la nomenclatura propuesta por

Sutcliffe, 1978.
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5.1.- Relacion clonal y tipado molecular de las cepas portadoras de BLEE o AmpC.

Las 11 cepas (4 Virchow, 2 Enteritidis, 2 Bredeney, 1 Gnesta, 1 Livingstone, 1 S.
enterica grupo C) se agruparon en 6 patrones de PFGE distintos (P1-P6) de manera que las
cepas no relacionadas clonalmente eran las pertenecientes a distintos serotipos (Figura 42;
Tabla 42). En el serotipo Virchow se observaron dos subgrupos (P1a y P1b), que diferian entre

ellos una banda en el patrén de PFGE-Xbal y en mas de 3 bandas en el patrén de PFGE-Spel.

El estudio mediante la técnica de MLST revelé 6 secuencias tipo (ST) distintas (ST11,
ST16, ST306, ST457, ST599 y ST1587), que también agruparon a las cepas segln serotipo, tal y
como se observa en la Tabla 42. Se detectd una secuencia tipo nueva (ST1587) en la cepa de S.
Gnesta debido a la presencia de un alelo nuevo del gen thrA (thrA428). En la base de datos
http://mist.ucc.ie/mlst/dbs/Senterica, se asignd y se incluyd la nueva combinacion alélica

(aroC173, dnaN349, hemDA3, hisD128, purE61, sucA58, thrA428) como ST1587.

5.2.- Fenotipo y genotipo de las cepas BLEE o AmpC-positivas.

Se testod la sensibilidad a 20 antibidticos por difusion en agar y se confirmé el fenotipo
BLEE mediante el test de doble disco (Jarlier et al., 1988) y el fenotipo AmpC mediante el
ensanchamiento del halo del disco de cefoxitina en presencia de cloxacilina (Tan et al., 2009).
Se determind la CMI de los antibidticos beta-lactamicos ampicilina (AMP), cefotaxima (CTX),
ceftazidima (CAZ), aztreonam (ATM) y cefoxitina (FOX), tal y como se ha expuesto en el
apartado de Material y Métodos. La interpretacion de CMI se llevd a cabo siguiendo los
puntos de corte propuestos tanto por CLSI (2012) como por EUCAST (2013). Asimismo, se

determinaron los genes bla implicados en dicha resistencia.

En la Tabla 43 se muestran los fenotipos y genotipos de resistencia a distintos
antibidticos detectados en las 11 cepas portadoras de BLEE o AmpC. Estas 11 cepas
presentaban resistencia a AMP (CMI = 512 mg/L) y CTX (rango = 256-16 mg/L); mientras que la
CMI de CAZ, ATM y FOX variaron en funcién del tipo de gen codificante de beta-lactamasa que
portaban (n2 cepas): blacrxmo + blarem1 (2), blacrym-10 (2), blacrxm.1s + blarema (2), blacrxm-14a

(1), blasuy-, (1), blasuy-12 (1) y blacmy-> (2).

Asi, los mayores niveles de CMI de CTX (> 512 mg/L), CAZ (= 256 mg/L) y ATM (= 64
mg/L) se detectaron en las dos cepas portadoras de blacrxm.1s + blarem.1; mientras que los
menores valores a dichos antibidticos (16-64; 4 y 4, respectivamente) se observaron en las

cepas que albergaban los genes blacryme + blatgma ¥ blacxm10. Analizando las cepas
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portadoras de beta-lactamasas de tipo SHV, se observd que SHV-12 presentaba mayor
capacidad hidrolitica frente a la CAZ y el ATM (valores de CMI >256 y 264 mg/L) que la beta-

lactamasa SHV-2.

Las dos Unicas cepas resistentes a FOX (CMI 64 mg/L) fueron las cepas con fenotipo

AmpC, que a su vez mostraron resistencia a CTX y CAZ (32 y 128-256 mg/L, respectivamente).

5.3.- Entornos genéticos de los genes codificantes de beta-lactamasas.

Respecto a la resistencia a antibidticos no beta-lactdmicos se observé mediante
antibiograma que aquellas cepas portadoras de blacryxm-otblarem.1p €ran resistentes a acido
nalidixico, kanamicina, estreptomicina, tetraciclina, sulfamidas, trimetoprim y trimetoprim-
sulfametoxazol. Estas cepas albergaron los genes aph(3’)-I (resistencia a kanamicina), aadA2 y
strA-strB (estreptomicina), tet(A) (tetraciclina), sull y sul2 (sulfamidas) y dfrA16 (trimetoprim).
Ademas, el gen blacry.m.o fue encontrado en estas dos cepas dentro de un integron complejo
In60 (Figura 43-A), asociado a los genes de resistencia a trimetoprim, estreptomicina y

sulfamidas.

El gen blacix.m-10, detectado en dos cepas de S. Virchow, presentaba en ambos casos
aguas arriba una transposasa (Tn1000-like), tres orf (orf2, orf3, orf4) y una DNA invertasa;
mientras que aguas abajo del gen se encontrd orf7 en ambas cepas, pero tan solo una de ellas
presentd también orf8 y la secuencia de insercién 154321 (Figura 43-B,C). Este es el entorno
habitual presentado por la bibliografia (Oliver et al., 2005) y que se encuentra relacionado con

una movilizaciéon por fagos.

En las cepas que presentaron las beta-lactamasas CTX-M-14a (cepa W192) y CTX-M-15
(cepas C1189 y C1220) se encontrd en todos los casos la secuencia de insercidn ISEcp1 aguas
abajo del gen bla, mientras que aguas arriba se encontré la secuencia de insercién 1S903 para
la cepa W192 (Figura 43-D) y orf477 para las cepas C1189 y C1220 (Figura 43-E). En el caso de
la cepa C1220, se encontré también un integron de clase 1 que albergaba los genes dfrA12,
aadA2 vy sull, confiriendo resistencia a trimetoprim, estreptomicina y sulfamidas (Figura 43-

G).

En las cepas portadoras de genes blas,y se encontrd Unicamente un integrén de clase
1 que albergaba el gen aadA2 en su region variable (Figura 43-H) en la cepa de S. Livingstone

portadora de SHV-2. Ademas esta cepa mostro el gen de resistencia a tetraciclinas tet(A).
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El gen codificante de la beta-lactamasa de tipo AmpC plasmidica, CMY-2, flanqueado
por los elementos ISEcpl y los genes blc y sugE, fue detectado en dos cepas de serotipo
Bredeney, pero en ambos casos no se observaron ni otras resistencias ni integrones asociados

(Figura 43- F).

intl1  dfrA16 aadA2 qacEA1 sull ISCR1 blacry..g 0rf3-like 1S3000

) _—*—rﬂ—m

DNA
Tn1000-like orf2 orf3 orf4 i vertasa PlAcxm-0 0rf7

B
. —_ Cepa: W19

DNA
() Tn1000-like orf2 orf3 orfd ;i vertasa Pl0crmao Orf7 orf8 154321

___ “ Cepa: C683

(D) ISEcp1 blacry-m-14a 1S903
) B Cepo: 192
(E) ISEcp1 blacrymas orf477
_- Cepas: C1220, C1189,
r ISEcp1 blacyy.» blcy, sugk
(F) _qq Cepas: C1218, C1219
intl1 dfrA12 gcuF aadA2 qacEA1 sull
(G) ﬂq Cepa: C1220

intl1 aadA2 qacEA1sull
(H) d- Cepa: C493

Figura 43.- Entornos genéticos de los genes bla detectados entre las cepas de S. enterica con fenotipo

BLEE o AmpC estudiadas y casetes génicos incluidos en integrones de clase 1 entre ellas.

5.3.- Experimentos de conjugacion y estabilidad de los fenotipos BLEE y
AmpC.

Para determinar la facilidad de diseminacion de los genes bla asociados a los fenotipos
BLEE y AmpC, se realizaron experimentos de conjugacién de las 11 cepas estudiadas con la
cepa de E. coli CSH26 como receptora. La resistencia a beta-lactamicos se transfirié en ocho
de las once cepas de S. enterica analizadas, con frecuencias de conjugacion en el rango entre
10 y 10® transconjugantes por célula dadora. De las placas suplementadas con doble
antibidtico (RIF y CTX, CAZ o FOX, segln se buscaran transconjugantes CTX-M, SHV o CMY,

respectivamente), se seleccionaron 10 colonias por dador y se realizé la prueba bioquimica de
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TSI y la técnica REP-PCR para confirmar la presencia de transconjugantes. Se realizd un
antibiograma completo a 20 antibidticos, se testd la presencia de los fenotipos BLEE y AmpC
mediante el test de doble disco y la prueba cefoxitina-cloxacilina, respectivamente. Se
selecciond un transconjugante por cepa dadora y se confirmé la presencia del gen bla de

estudio por PCR, para continuar con los ensayos posteriores de caracterizacidén plasmidica.

Los 8 transconjugantes seleccionados mostraron el mismo perfil de resistencia a todos
los antibidticos (excepto para la resistencia a acido nalidixico), asi como el mismo genotipo

que las 8 cepas parentales (Tabla 44).

Por otra parte, otro objetivo que nos planteamos en este apartado de la tesis, fue
estudiar la estabilidad del fenotipo BLEE o AmpC en las 11 cepas de S. enterica estudiadas.
Para ello se realizaron pases consecutivos en medio BHI agar en ausencia de antibidtico de las
11 cepas durante un periodo de 100 dias, tal y como se expone en el Apartado 4.5. de
Material y Métodos. Los resultados de este experimento estan reflejados en la Tabla 44,
donde se han omitido aquellas cepas que no presentaron variacion durante todo este

experimento.

Entre las once cepas testadas, tres de ellas perdieron el fenotipo BLEE y una cepa el
fenotipo AmpC. La primera en hacerlo fue la cepa C1221, portadora de la beta-lactamasa
SHV-12, donde se observé que al quinto dia (Figura 44) ya no presentaba el fenotipo BLEE,
aunque mantenia la resistencia a acido nalidixico y sulfamidas. Seguidamente, las cepas C493,
C1219 y W192 perdieron los genes codificantes de las beta-lactamasas SHV-2, CMY-2 vy
CTX-M-14a los dias 11, 49 y 72 del experimento, respectivamente. Tanto en el caso de la cepa
LP-C493-11 como la cepa LP-W192-72 conservaron la resistencia a antibidticos no beta-
lactdmicos; sin embargo, la cepa LP-C1219-49 perdid conjuntamente la resistencia a

sulfamidas.

Entre el resto de cepas que mantuvieron el fenotipo de resistencia a beta-lactamicos,
tres de ellas mostraron variacion en su fenotipo-genotipo al testarlas al final del experimento
(dia 100) (Tabla 44). La cepa W19, portadora del gen blacry.m-10, perdio a lo largo del
experimento la resistencia a tetraciclina, asociada a la pérdida del gen tet(B). La cepa
LP-C1220-100, sensible a trimetoprim y cotrimoxazol, carecia del integron de clase 1 que
albergaba el gen dfrA12 en su regién variable y que habia sido detectado en la cepa parental
C1220 (Figura 45-H). Curiosamente, la cepa LP-C650-100, sensible a trimetoprim,

cotrimoxazol, tetraciclina y sulfamidas, carecia del gen tet(A) y habia perdido parcialmente el
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integron In60. El gen intl/1 y el gen de resistencia a trimetoprim dfrA16 estaban delecionados;
mientras que el resto de la estructura del integrén se mantenia intacta (Figura 45-B). A pesar
de la delecidén del gen de la integrasa y de los promotores asociados, la secuencia de insercién

ISCR1 se detectd aguas arriba del gen blacix.m.s, provista de sus promotores y permitio la

expresion del fenotipo BLEE en la cepa LP-C650-100.

CepaC1221 (SHV-12)

Cepa C493 (SHV-2)

CepaC1219(CMY-2)

CepaW192 (CTX-M-14a)

Figura 44.- Antibiogramas mostrados por las cepas inicial y final en aquellas cepas que perdieron el

fenotipo BLEE o AmpC.

En el apartado siguiente se expondran mds a fondo los resultados obtenidos del

analisis de todas estas cepas.
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Tabla 44.- Fenotipo y genotipo de resistencia a antibidticos; asi como entornos genéticos de los genes codificantes de las beta-lactamasas de estudio e integrones en las
cepas dadoras de S. enterica, transconjugantes y cepas derivadas del experimento de estabilidad genética (LP).

Entorno genético de

Cepal Fenotipo de resistencia’ Otros genes de resistencia beta-lactamasa o
integron de clase 1’

C516 AMP, CTX, NAL, KAN, STR, TET, SUL, TRM, SXT blacrym.e, blateman, aph(3’)-1, aadA2, strA-strB, tet(A), sull, sul2, dfrA16 A

Tc-C516 AMP, CTX,----, KAN, STR, TET, SUL, TRM, SXT blacrxm.o, blatem.1b, aph(3’)-1, aadA2, strA-strB, tet(A), sull, sul2, dfrA16 A

C650 AMP, CTX, NAL, KAN, STR, TET, SUL, TRM, SXT blacrym.e, blateman, aph(3’)-1, aadA2, strA-strB, tet(A), sull, sul2, dfrA16 A

Tc-C650 AMP, CTX, ----, KAN, STR, TET, SUL, TRM, SXT blacrxm.o, blatem.1b, aph(3’)-1, aadA2, strA-strB, tet(A), sull, sul2, dfrA16 A

LP-C650-100 AMP, CTX, NAL, KAN, STR, ----, ----, ----, ---- blactyx-m-o, blatem-1n, aph(3’)-1, aadA2, strA-strB, ----, sull, sul2, ---- B

w19 AMP, CTX, NAL, TET, SUL blacrmto, Sul2, tet(B) C

Tc-W19 AMP, CTX, -, TET, SUL blacrxmio, Sul2, tet(B) C

LP-W19-100 AMP, CTX, NAL, -, SUL blacrac, sul2, - C

€683 AMP, CTX, NAL, SUL blacrao, SUl2 D

W192 AMP, CTX, CAZ, ATM, NAL blacry-m-14a E

Tc-W192 AMP, CTX, CAZ, ATM, ---- blacry-m-14a E

LP-W192-72 AMP, CTX, CAZ, ATM, NAL

C1220 AMP, CTX, CAZ, ATM, GEN, STR, TET, SUL, TRM, SXT blacrym-1s, blatem.1n, aadA, tet(A), sull, sul2, dfrA12 F,H

LP-C1220-100 AMP, CTX, CAZ, ATM,----, STR, TET, SUL, ---, --- blacry.m-1s, blatem.1b, aadA, tet(A), ----, sul2, ---- F

C1189 AMP, CTX, CAZ, ATM blacrmas, blarema F

Tc-C1189 AMP, CTX, CAZ, ATM blacrmas, blarema F

€493 AMP, CTX, CAZ, ATM, STR, TET, SUL blagy.,, aadAl, tet(A), sull |

Tc-C493 AMP, CTX, CAZ, ATM, STR, TET, SUL blagy.,, aadAl, tet(A), sull [

LP-C493-11 ----, ----, ----, -———-, STR, TET, SUL --—, aadA1, tet(A), sull |

C1221 AMP, CTX, CAZ, ATM, NAL, SUL blasyy.1z -

LP-C1221-5 ----, -, -, -, NAL, SUL -

C1218 AMP, CTX, CAZ, ATM, FOX, SUL blacmy.2 G

Tc-C1218 AMP, CTX, CAZ, ATM, FOX, SUL blacyy.2 G

C1219 AMP, CTX, CAZ, ATM', FOX, SUL blacmy.2 G

Tc-C1219 AMP, CTX, CAZ, ATM', FOX, SUL blacuy- G

LP-C1219-49 -—-- -—-- -—--

Las cepas dadoras se han indicado en letra negrita. Tc: transconjugante; LP: cepa que proviene del experimento de estabilidad genética (-numero: dia en el que el fenotipo

vario; -100: dltimo dia del experimento). --—: el gen/fenotipo no se encontré. ’Para las cepas parentales se determinaron los valores de CMI para AMP, CTX, CAZ y FOX

(Tabla 43, pagina 168).3Referido a la Figura 45.



d orf3-like 1S3000

intl1  dfrA16 aadA2 qacEA1 sull ISCR1 blagy .
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Tn1000-like orf2 orf3 orfd i ertasa P10 orf7
() ﬂ Cepas: W19, Tc-W19, LP-W19-100

Tn1000-like orf2 orf3 orf4 orf7 orf8 154321

invertas blaCTXMlO
) — —— - ﬂ ) —) cepas:co

ISEcp1 blacrym-14a 1S903
© — — — Cepas: W192, Te-W192, LP-W192-72
ISEcp1 blacrym.1s  0rf477
(F) ‘ﬁ_ Cepas: C1220, LP-C1220-100, €1189, Tc-C1189
ISEcp1 blacyy. blc Su
(G) “ Cepas: C1218, Tc-C1218, C1219, Tc-C1219, LP-C1219-49

intl1 dfrA12 gcuF aadA2 qacEA1 sull
) <)) Cepas: C1220

intll  aadA2 qacEA1sull
(1) Cepas: C493, Tc-C493, LP-C493-11

Figura 45.- Entornos genéticos de los genes bla detectados entre las cepas de S. enterica con fenotipo BLEE o AmpC estudiadas y casetes génicos incluidos en integrones de

clase 1 entre nuestras cepas.



Resultados

5.4.- Caracterizacion de los plasmidos portadores de los genes codificantes de

las enzimas BLEEs y AmpC.

Se realizd la caracterizacidon de plasmidos portadores de los genes codificantes de
enzimas BLEE y AmpC en las 11 cepas parentales, en sus transconjugantes (TC) y en las cepas
obtenidas en el experimento de estabilidad (LP) (Material y Métodos Apartados 4.1-4.5). Esta
parte del trabajo se llevd a cabo en colaboracién con la Dra. Beatriz Guerra (Federal Institute

for Risk Assessment, BfR, Berlin) y con la Dra. Rosario Rodicio (Universidad de Oviedo).

Se realizé la tipificacidon de los plasmidos por el método PBRT (Material y Métodos
Apartado 11.1), para conocer a qué grupo de incompatibilidad pertenecian. Se extrajeron los
plasmidos portadores de genes blager Y blapmpc Mmediante los métodos de Birnboim-Doly y

extracciéon de Kado-Liu (Figura 46).

k e,
i o —
= . B

Figura 46.- Geles de agarosa para la visualizacién de pldsmidos tras la extraccién de Birnboim-Doly

(izquierda) y de Kado-Liu (derecha).

Ademas, para conocer el tamafio del plasmido se realizd la digestién con la

endonucleasa S1 seguido de electroforesis en campos pulsados, S1-PFGE (Figura 47).

176



Resultados

5

5 /9{- 1 .'s&ﬁf.ﬁhﬁﬂ.u..- '. -Eu' -:.‘, ?.":.'. at ’

Figura 47.- Gel de agarosa S1-PFGE de las cepas de S. enterica portadoras de genes BLEEs o AmpC.

Se transfirieron estos geles a membranas de nitrocelulosa y se realizaron
hibridaciones con las sondas especificas para la deteccién de los genes de resistencia mas
relevantes (blacrxm-o, blacrxmio, blacrxmv-1sa, blacrxmas, blarems, blaswv.o, blaspv1a, blacwy-,
dfrA12 y dfrA16), deteccion de integrones (int/1), tipado molecular de los plasmidos (Incl1,

IncFll, IncFIB, IncA/C) y localizacion del plasmido de virulencia (spvC).

En la Tabla 45, se observan todos los resultados obtenidos tras estos experimentos.
Los genes blacrym.s, blamem.1, ¥ €l integrén In60 de las cepas de S. Virchow C516 y C650 se
encontraron co-existentes en plasmidos transferibles, pero no tipables, de 337 y 369 kb,
respectivamente. El transconjugante Tc-C516 mantuvo el mismo fenotipo, genotipo y perfil
plasmidico que la cepa parental; mientras que el transconjugante Tc-C650 mostré un
plasmido de menor tamanio (349 kb vs 369 kb) que albergaba los mismos genes que su cepa

parental. Como se ha comentado en el apartado anterior, la cepa LP-C650-100 perdid los
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Tabla 45.- Localizacidn de los genes bla y caracterizacién de los pldsmidos portadores de éstos en las cepas de S. enterica y derivadas.

Entorno Plasmidos detectados e hibridacion S1-PFGE
1 . genes N° Tamafio
Cepa Genotipo blagee/blasm,c  pldsmidos pldsmido Replicén (ST)? Genes
. 2 detectados
e integrones (kb)
C516 blacrym-o, blatem 16, aph(3’)-1, aadA2, strA-strB, tet(A), sull, sul2, blacrx-m-o,
dfrA16 A 1 337 NT blatem 1b,
intl1
Tc-C516 blacrym.s, blatem-16, aph(3’)-1, aadA2, strA-strB, tet(A), sull, sul2, blacrx-m-o,
dfrAl16 A 1 337 NT blatem-1b,
intl1
C650 blacrxwm.s, blatem-16, aph(3’)-1, aadA2, strA-strB, tet(A), sull, sul2, blacrx-m-o,
dfrAl16 A 1 369 NT blatem-1b,
intl1
Tc-C650 blacrym-o, blatem 16, aph(3’)-1, aadA2, strA-strB, tet(A), sull, sul2, blactx-m-o,
dfrA16 A 1 349 NT blatem 1b,
intl1
LP-C650-100 blacrxm.s, blatem-1b, aph(3’)-1, aadA2, strA-strB, ---, sull, sul2, --- B 1 340,8 NT blacrx-m-o,
blarem-1s
W19 blacry.m-10, 5Ul2, tet(B) C 1 307 NT blacrx-m-1o
Tc-W19 blacry.m-10, 5Ul2, tet(B) C 1 307 NT blacrx-m-1o
LP-W19-100  blacrx.m.10,SUl2 C 1 211 NT blacmio
C683 blacry-a-10, 5UI2 D 1 307 NT blacry-m-10
w192 blacry-m-14a £ ) 95 Incl1 (ST80) blactx-m-1a
60 INCFII(ST1)+IncFIB(ST22)  spvC’
Tc-W192 blacryx-m.14a E 1 95 Incl1 (ST80) blacryx-m-1a
LP-W192-72 - 95 Incl1 (ST80) -
E 2
60 IncFII(ST1)+IncFIB(ST22) svaA
c1220° blacrym.1s +blatem.1b, aadA, tet(A), sull, sul2, dfrA12 blacry-m-1s,
F, H 1 417 IncA/C blatem-1b,
intl1
LP-C1220- blacrym-1s +blatem.1, aadA, tet(A), ----, sul2, ---- r 1 277 IncA/C blren s

100°




Entorno Plasmidos detectados e hibridacion S1-PFGE

Cepal Genotipo genes NO. Tamaio 3 Genes
blagee/blasmsc  pldsmidos plasmido Replicén (ST)
. 2 detectados
e integrones (kb)
C1189 blacrym-15 +bla1em-1new F 1 87 Incl1(ST68, CC31) blacrx-m-1s,
blatem-1new
Tc-C1189 blacrx.m-15 +blatem 1new F 1 87 Incl1(ST68, CC31) blacrx.m-1s,
blatem-1new
C493 blaspy.,, aadAl, tet(A), sull | 1 115 Incl1(ST27, CC26) it;:?ls;v_z,
Tc-C493 blasyy.,, aadAl, tet(A), sull | 1 178 Incl1(ST27, CC26) iti:?lslw_z,
LP-C493-11 --—-, aadA1l, tet(A), sull | 1 99 Incl1(ST27, CC26) intl1
C1221 blasyy.12 i ) 60 InCFII(ST1)+IncFIB(ST22)  spvC”
10 Incl1 (NT)® bldgiy.12
LP-C1221-5 - 1 60 INCFIN(ST1)+IncFIB(ST22)  spvC’
C1218 blacyy-» G 1 87 Incl1(ST18) blacmy.2
Tc-C1218 blacyy-» G 1 87 Incl1(ST18) blacyy.2
C1219 blacyy-» G 1 87 Incl1(ST2, CC2) blacmy.2
Tc-C1219 blacyy-2 G 1 87 Incl1(ST2, CC2) blacyy-2
LP-C1219-49 - - - - - -

'Las cepas dadoras se han indicado en letra negrita. Tc: transconjugante; LP: cepa que proviene del experimento de estabilidad genética (-niumero: dia en el que el fenotipo
vario; -100: dltimo dia del experimento). ----: el gen/fenotipo no se encontrd. *Referido a la Figura 45. >NT: no tipable. *La sonda spvC hibridd en ese pldsmido, confirmando
que se trata del plasmido de virulencia de S. Enteritidis, pSEV. >La sonda CTX-M-15* hibridé también en el cromosoma (ICeul-PFGE). °g| plasmido Incll fue no tipable (NT),

porque carecia de los genes necesarios para realizar el pMLST.
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genes intl1 y dfrA16, lo cual se reflejé en la deteccion de un plasmido de menor tamafio (341

kb vs 369 kb).

Las cepas de S. Virchow que albergaban el gen blacry.m-10 (W19 y C683) mostraron un
plasmido no tipable a 308 kb, que se transfirié por conjugacion en la cepa W19. La cepa
LP-W19-100 mostré un plasmido de menor tamafio que la parental (211 kb), debido

seguramente a la pérdida del gen tet(B), entre otros elementos no identificados.

Se detectaron dos plasmidos en la cepa de S. Enteritidis CTX-M-14-positiva (W192). La
sonda de virulencia spvC hibridé en el plasmido de menor tamafio (60 kb) que era un
multirreplicon IncFII(ST1)+IncFIB(ST22) no conjugativo, por lo que se trataba del plasmido de
virulencia tipico de S. Enteritidis, denominado en la literatura como pSEV. El otro plasmido de
95 kb era un Incl1 (ST80) que portaba el gen blacry.m-142 Y que fue transferido por conjugacion.
Aunque la cepa parental perdié su fenotipo BLEE tras 72 dias, no se detectd variacion en el
tamafio del plasmido portador, ni se perdié el plasmido de virulencia pSEV en la cepa

LP-W192-72.

Los genes blacixmas Y bloeminew S€ detectaron co-localizados en un plasmido
conjugativo Incl1 (ST68) de 87 kb en la cepa S. Gnesta C1189 y su transconjugante TC-C1189.
Sin embargo, en la cepa C1220 se detectaron los genes blacix.m.1s Y blarem.1p S€ detectaron,
junto con el integréon portador del gen dfrA12, en un plasmido IncA/C de 417 kb que no
conjugé en las condiciones experimentadas. Ademas de la localizacidn plasmidica, se observé
una segunda copia del gen blacry.m-15 €n el cromosoma de la cepa C1220 (identificada en los
experimentos de hibridacién sobre los resultados de ICeul-PFGE) (Figura 48). Curiosamente,
tras analizar la cepa LP-C1220-100, se observd que ademds de perder el integréon, habia
perdido la copia plasmidica del gen blacixmis; mientras que se mantenia la copia
cromosomica. El plasmido detectado en LP-C1220-100 se redujo a 277 kb en el que solo

hibridaron las sondas de Incll y blagm.1p.

Respecto a las cepas portadoras de genes blas,y, los experimentos de hibridacion
demostraron que la cepa de S. Livingstone C493 poseia un plasmido Incl1 (ST27, CC26) de 115
kb que albergaba el gen blas,y.,, asi como el integron de clase 1 intl1-aadAl1-qacEA1-sull
(Tabla 45 y Figura 45-1). Los experimentos de conjugacion fueron satisfactorios y aunque los
transconjugantes obtenidos portaban los mismos genes de resistencia, poseian tamafios de
plasmido mayores al de la cepa parental, posiblemente debido a una integraciéon con

plasmidos de menor tamafio. Tras 11 dias de pases en ausencia de antibidtico, no se detectd

180



Resultados

el fenotipo BLEE en la cepa LP-C493-11 y su plasmido estaba reducido a 99 kb, asociado a la

pérdida del gen blagyy.,.
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Hibridacion con la sonda del operén ribosomico (165 rDNA). Hibrida
sobre las bandas de cromosoma.

7 Hibridacidn con la sonda IncA/C.

Y Hibridacion con la sonda blocnpac.
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Figura 48.- Gel de agarosa I-Ceu-I-PFGE de las cepas C1220 y LP-C1220-100, con las anotaciones de
hibridacion de las sondas IncA/C, blacry.m-15 Y 16S rDNA estudiadas.

En el caso de la cepa C1221, portadora del gen blasyy.1,, resultd sorprendente
comprobar que el pl dsmido portador de este gen pertenecia al grupo de incompatibilidad
Incll, pero su tamafio era de tan solo 10 kb. No se pudo realizar el subtipado de dicho
pldsmido, puesto que no se encontraron ninguno de los genes caracteristicos de la estructura
basica de los plasmidos de tipo Incll y que son utilizados en la técnica de pMLST (ardA, trbA-
pndC, sogS, pill). Aunque se disefiaron cebadores especificos para la deteccidén del sistema
toxina-antitoxina pndAC (Material y Métodos, apartado 11.1), no se obtuvieron resultados
positivos. Esta es quizas la razdn de que tras cinco dias en ausencia de antibidtico, este
plasmido se perdiese facilmente, perdiendo a su vez el fenotipo BLEE en la cepa. La cepa
parental, que también portaba el plasmido de virulencia pSEV de 59 kb, no conjugé ninguno

de los dos plasmidos.
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La cepa de S. Bredeney C1219 albergaba el gen blacyy., en un plasmido de tipo Incll
(ST2, CC2) de 87 kb que fue transferido por conjugacion y también que se perdio
completamente tras 49 dias sin presion selectiva (Tabla 45). En este caso se detecto el sistema
pndAC, al igual que el resto de genes utilizados en el subtipado pMLST. La segunda cepa de S.
Bredeney de nuestra coleccion presentaba el gen blacyy., en un plasmido Incll (ST18) de 87
kb, fue transferido por conjugacion; pero no se perdié durante los 100 dias que duréd el

experimento de estabilidad.

6.- CASO CLINICO: ESTUDIO DE LA TRANSFERENCIA /N VIVO DEL

GEN aac(6’)-lb-cr Y MUTACIONES EN GyrA EN UNA CEPA

CLINICA QnrS1-POSITIVA DE S. enterica SEROTIPO Typhimurium

DT1048B.

Entre los 364 aislados de S. enterica estudiados en esta tesis destaco la deteccidn de
un Unico aislado (Se20) que presentaba resistencia a ciprofloxacina, uno de los antibidticos
utilizados en casos de sepsis por S. enterica en pacientes adultos. Esta cepa despertd nuestro
interés debido a que fue la Unica cepa resistente a ciprofloxacina, asi como a que se habia
recogido otro aislado (Se6) procedente del mismo paciente unos dias antes y que no
presentaba este patrdn de resistencia. Ambos aislados, procedentes de muestras fecales, se
procesaron en el Laboratorio de Microbiologia del Hospital San Pedro y correspondian a dos S.
enterica serotipo Typhimurium (4,5,12:i:1,2) fagotipo DT104B de un paciente de muy elevada
edad hospitalizado debido a una gastroenteritis aguda en septiembre de 2008. El primer
aislado (Se6) fue previo al tratamiento antibidtico; mientras que el segundo aislado (Se20) fue

obtenido tras el tratamiento con ciprofloxacina, que el paciente recibié durante 7 dias.
6.1.- Estudio de la sensibilidad a antibioticos.

Tanto el estudio por antibiograma como la determinacién de la CMI nos permitieron
observar que ambos aislados eran resistentes a estreptomicina, tetraciclina y sulfamidas.
Ademas, el aislado Se6 mostraba sensibilidad disminuida a acido nalidixico (valor de CMI, 16
mg/L); mientras que el aislado Se20 mostraba resistencia a este antibidtico, a las
fluoroquinolonas ciprofloxacina, norfloxacina, levofloxacina, ofloxacina; a los aminoglucdsidos

tobramicina y kanamicina, asi como a trimetoprim y trimetoprim-sulfametoxazol
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Tabla 46.- Valores de CMI y halos de inhibicidn frente a distintos antibidticos observados en los aislados

de S. Typhimurium Se6 y Se20.

Se6” Se20°

cMI (mg/L)"° A;’n:":qi Ohgarl‘;')'Za cMI (mg/L)° A('r'):':ﬂi r,‘;;’la
Ac.nalidixico 16 S/INA 17 I/NA >512 R/NA <6 R/NA
Ciprofloxacina 0,5° S/S 26 S/S 8 R/R 13 R/R
Norfloxacina 2 S/R 26 S/S 32 R/R 13 I/l
Levofloxacina 1 S/R - - 8 R/R - -
Ofloxacina 2 S/R - - 16 R/R - -
Gentamicina 2 S/s 23 S/S 2 S/S 23 S/S
Amikacina 4 S/s 24 S/S 16 S/l 18 S/S
Tobramicina 1 S/S 20 S/S 32 R/R 10 R/R
Kanamicina 4 S/NA 24 S/NA 128 R/NA 12 R/NA
Estreptomicina >512 NA/NA <6 R/NA >512 NA/NA <6 R/NA
Ampicilina® <8 S/S 24 S/S <8 S/S 24 S/S
Piperacilina® <16 S/S - - <16 S/S - -
Pip/Tazo® <16 S/s - - <16 S/S - -
Ticarcilina® <16 S/sS - - <16 S/S - -
Amox/clav® <8/4 S/S 28 s/S <8/4 S/s 28 S/S
Cefalotina® <8 S/NA 22 S/NA <8 S/INA 22 S/NA
Cefazolina® <4  S/NA 26 S/NA <4 S/NA 26 S/NA
Cefepima® <1 S/ - - <1 S/S - -
Cefoxitina® <8 S/INA 26 S/S <8 SINA 26 s/S
Ceftazidima“ <1 S/S 26 S/- <1 S/S 26 S/-
Cefta/clav® <05 NA/NA - - <05 NA/NA - -
Ceftriaxona - - 32 S/S - - 32 S/S
Imipenem* <2 S/s 30 s/S <2 S/S 30 S/S
Tetraciclina - - <6 R/NA - - <6 R/NA
Tigeciclina - - 22 NA/S - - 24 NA/S
Cloranfenicol - - 24 S/S - - 24 S/S
Trimetoprim 1 s/S - - > 128 R/R - -
Cotrimoxazol* <2/38 /S 21 S/S > 4/76 RIR < R/R
Sulfamidas - - <6 R/NA - - <6 R/NA
Rifampicina - - 16 NA/NA - - 16 NA/NA
Acido fusidico - - <6 NA/NA - - <6 NA/NA
Fosfomicina® <16 S/S 28 S/NA <16 s/s 30 S/NA
Nitrofurantoina“ <32 s/s B, - <32 s/S - -

®R: resistente; S: sensible; I: resistencia intermedia. ®Puntos de corte determinados segln CLSI (2012)/EUCAST

(2013); NA: no aplicable; -: no testado segun criterio EUCAST. “De acuerdo a las normas de experto proporcionadas

por EUCAST, para valores de CMI >0.06 mg/L para CIP, deberian informarse como resistentes todas las
fluoroquinolonas testadas. ‘CMI determinada mediante el sistema automatico MicroScan proporcionado por el

Laboratorio de Microbiologia del Hospital San Pedro.
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(cotrimoxazol). En la Tabla 46 se observan estos valores y en sombreado se encuentran

resaltados los antibidticos para los que se observé una variacién entre ambos aislados.

Figura 49.-Comparativa entre el fenotipo de resistencia a distintos antibidticos en ambos aislados. Se6:

aislado previo al tratamiento antibiético. Se20: aislado posterior al tratamiento con ciprofloxacina.

6.2.- Estudio de la relacidon clonal: tipificacion molecular.

Con el fin de determinar si ambos aislados pertenecian a un mismo clon o tipo
molecular, se realizaron estudios de PFGE y MLST. Tras amplificar, secuenciar y analizar en
ambos sentidos las secuencias de los siete genes housekeeping del MLST de los aislados Se6 y
Se20, se determind que ambos aislados pertenecian a la secuencia tipo ST36 (thrA21, purE>5,
aroC18, dnaN14, hemD12, hisD9 y sucA18). Esta secuencia tipo, anteriormente descrita como
un singletdn, fue incorporada en febrero de 2012 en el complejo clonal CC138. El ST36 difiere
en cuatro alelos de la secuencia tipo ST19 (thrA2, purE5, aroC10, dnaN7, hemD12, hisD9 y
sucA9), la mas frecuente en S. Typhimurium y que define el complejo clonal CC1. Dentro del
ST36, existen 43 cepas de Salmonella en la base de datos
(http://milst.ucc.ie/mlist/dbs/Senterica), todas ellas son S. Typhimurium con origen en Europa

o Asia y procedentes de muestras de humanos o reptiles.

Se utilizé PFGE tras digestidn con las enzimas Xbal y Spel, con lo que se observé un
patrén de bandas indistinguible entre ambos aislados (Figura 50). Segun los criterios

establecidos por Tenover et al. (1995), ambas cepas estan clonalmente relacionadas.
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Figura 50.- Perfiles obtenidos tras

PFGE con las enzimas Xbal y Spel.

6.3.- Mecanismos de resistencia.

Para la cepa Se6 se observaron unos valores de CMI de 4&cido nalidixico y
ciprofloxacina de 16 mg/L y 0,5 mg/L, respectivamente. La cepa Se20, sin embargo, mostré
unos valores de CMI de 4acido nalidixico, ciprofloxacina, norfloxacina, levofloxacina y
ofloxacina de >512, 8, 32, 8 y 16 mg/L, respectivamente (Tabla 47). Dada la diferencia
fenotipica entre ambas cepas, se estudiaron por PCR y secuenciacién los mecanismos
implicados en la resistencia a quinolonas/fluoroquinolonas (mutaciones en gyrA y parCy la
deteccion de los genes aac(6’)-1b-cr, gnry gepA). Tal y como se observa en la Tabla 47, ambas
cepas presentaron el gen gnrS1; mientras que la cepa Se20 mostré ademas el gen aac(6’)-1b-cr

y la mutacidn Ser83Tyr en la proteina GyrA.
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Tabla 47.- Mecanismos de resistencia encontrados para las cepas Se6 y Se20.

Se6 Se20
Fenotipo de resistencia STR, TET, SUL NAL (>512 pg/mL),CIP (8
pg/mL), NOR (32 pg/mL), LEV
(8 pg/mL), OFL (16 pg/mL),
KAN, TOB, STR, TET, SUL, TRM,

SXT

Quinolonas gnrS1 qnrS1

- aac(6’)-Ib-cr

- Ser83Tyr
Aminoglucdsidos StrA-strB StrA-strB

aadA aadA
Tetraciclina tet(A) tet(A)
Sulfamidas sul2 sul2
Integrén - intl1 + dfrA17 + aadA5

La estructura del entorno del gen gnrS1 fue determinado mediante PCR y posterior
secuenciacién de los amplicones obtenidos. El andlisis comparativo con aquellas secuencias
incluidas en GenBank mostro la presencia de una secuencia parcial de ISEc/2 (perteneciente a
la familia 1S3) (Figura 51), asi como los genes responsables de codificar las proteinas de
movilizacién plasmidica MobA, MobB y MobC rio arriba del gen gnrS1 en ambas cepas. Se
detectd un gen incompleto relacionado con la resolvasa del transposén Tn5058, asi como un
fragmento de aproximadamente 2000 pb (genes Ares-196-res-A213) de alta identidad con un

fragmento de los plasmidos pTPqnrS-1a, pINF5 y PS5-1.

| AISEci?

5 1 i .‘ |
. ofB . dorfd | o S1 . Ares | lrosih  A213
O - st o —

{

Figura 51.- Estructura del entorno genético del gen gnrS1 detectado en las cepas de S. Typhimurium

Seb6 y Se20.

Se estudid asimismo la presencia de los genes implicados en la resistencia a
tetraciclina, sulfamidas, aminoglucésidos y trimetoprim. Ambas cepas presentaron los genes
tet(A), strA-strB y sul2, implicados en la resistencia a tetraciclina, estreptomicina y sulfamidas,
respectivamente (Tabla 47). El entorno genético encontrado para el gen sul2 contenia la

estructura repC + sul2 + strA-strB, mostrada en la Figura 52.
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Figura 52.- Entorno genético descrito para el gen de resistencia a sulfamidas sul2 en las cepas Se6 y

Se20.

El estudio y caracterizacién genética de integrones reveld la presencia de un integrén
de clase 1 en la cepa Se20. Este integrén carecia de los genes qacEA1 + sull en su region 3’
conservada y portaba los casetes génicos dfrA17 y aadA5 en su region variable, responsables
de la resistencia a trimetoprim y estreptomicina, respectivamente (Figura 53). Se estudio
asimismo la secuencia nucleotidica contenida entre los genes intl1y dfrA17 con la finalidad de
determinar la variante de los promotores Pc y P2 implicados en la expresion de los casetes
génicos. Se encontrd el promotor Pc en su variante Pc hibrido 1 (PcH1) y el promotor P2

inactivo en el integrén de la cepa Se20.

i

5-CS

Figura 53.- Integron de clase 1 defectivo en la regidn 3'-conservada encontrado en la cepa Se20.

6.4.- Estudios de conjugacion en placa.

Tras conocer los mecanismos implicados en el fenotipo de resistencia de las cepas
objeto de estudio se determind si eran transferibles por conjugacidn. Para ello, se llevd a cabo
experimentos de conjugacion utilizando la cepa E. coli CSH26 como cepa receptora y las cepas

dadoras Se6 y Se20, tal y como se ha descrito en el apartado de Material y Métodos 11.2.

Se obtuvieron 8 posibles transconjugantes de la cepa Se6 y 19 posibles
transconjugantes de la cepa Se20. Todos ellos se sometieron a la prueba bioquimica del TSI, se

sembraron en medio Shigella-Salmonella agar y MacConkey agar, para corroborar que se
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trataba de cepas de E. coli (y no de Salmonella), se determind su fenotipo de resistencia a
antibiéticos mediante el método de difusiéon en agar y CMI, y se estudid la relacion clonal
entre los transconjugantes, las cepas dadoras y la receptora mediante REP-PCR y PFGE (Xbal,

Spel).

Con estas pruebas se comprobd que sélo se obtuvieron transconjugantes de la cepa
Se20 que fueron aislados en las placas de BHI agar suplementadas con rifampicina (100
pg/mL) y ciprofloxacina (0,5 pg/mL). Se seleccionaron dos transconjugantes caracterizados
por presentar distinto fenotipo de resistencia (Tabla 48) y se denominaron TCSe20B y

TCSe20L.

Se observé el mismo valor de CMI o fenotipo de resistencia a rifampicina,
estreptomicina y tetraciclina, tanto en los transconjugantes como en la cepa receptora. El
transconjugante TCSe20B mostraba los mismos valores de resistencia que la cepa Se20 para
los antibidticos amikacina, tobramicina, kanamicina y gentamicina, mientras que el

transconjugante TCSe20L presentd sensibilidad a los mismos.

Tabla 48.- Valores de CMI y fenotipos de resistencia a distintos antibidticos obtenidos para las cepas

receptora (CSH26), dadoras (Se6 y Se20) y transconjugantes (TCSe20B y TCSe20L).

Antibidticos CMI (mg/L) detectadas en las cepas estudiadas®

Se6 Se20 TCSe208B TCSe20L CSH26
Acido nalidixico 16 (S/NA) >512 (R/NA) 16 (S/NA) 16 (S/NA) 4 (S/NA)
Ciprofloxacina 0,5 (S/S) 8 (R/R) 2 (I/R) 1(S/1) 0,015 (S/S)
Norfloxacina 2 (S/R) 32 (R/R) 16 (R/R) 2 (S/R) 0,125 (S/S)
Ofloxacina 2 (S/R) 16 (R/R) 2 (S/R) 2 (S/R) 0,125 (S/S)
Levofloxacina 1(S/R) 8 (R/R) 2 (S/R) 2 (S/R) 0,06 (S/S)
Amikacina 4 (S/S) 16 (R/1) 16 (R/1) 4 (S/S) 1(S/S)
Tobramicina 1(S/S) 32 (R/R) 32 (R/R) 1(S/S) 0,5 (S/S)
Gentamicina 2(S/9) 2(S/9) 0,5 (S/S) 0,5 (S/S) 0,5 (S/S)
Kanamicina 4 (S/NA) 128 (R/NA) 128 (R/NA) 4 (S/NA) 2 (S/NA)
Estreptomicina  >512 (NA/NA)  >512 (NA/NA) 8 (NA/NA) 8 (NA/NA) 8 (NA/NA)
Tetraciclina’ R R S s S
Rifampicina® 16 16 <6 <6 <6
Trimetoprim 1(S/S) >128 (R/R) >128 (R/R) >128 (R/R) 0,5 (S/S)
Sulfamidas” R R R R S
Cotrimoxazol” S R R R S

®Valores interpretados segln el criterio CLSI(2012)/EUCAST (2013); NA: no aplicable por el criterio
establecido. bFenotipos de resistencia obtenidos mediante difusion en agar. R: resistente, S: sensible, I:
resistencia intermedia.

Se estudiaron por PCR y secuenciacion los mecanismos de resistencia a quinolonas
(mutaciones en gyrA y parC, genes aac(6’)-lb-cr, gnr y gepA), tetraciclinas [tet(A)-(E), tet(G)],
sulfamidas (sull, sul2, sul3), aminoglucésidos (aadA, aadA>5, strA-strB, aph(3’)-la, aph(3’)-1la,

rmtB y armA), trimetoprim (genes dfrA), asi como la presencia y la caracterizacién de

188



Resultados

integrones de clase 1 en los transconjugantes obtenidos. Se detectd el gen de resistencia
gnrS1 en ambos transconjugantes, aunque tan solo el transconjugante TCSe20B presentd
ademas el gen aac(6’)-lb-cr. El entorno descrito para el gen gnrS1 en estas cepas fue idéntico
al descrito en la cepa dadora Se20. Ambos transconjugantes presentaron la estructura
completa del integron encontrado en la cepa Se20 (int/1 + dfrA17 + aadA5), asi como el gen

de resistencia a sulfamidas sul2, aunque no se detectd asociado a los genes strA-strB.

Tabla 49.-Genes encontrados por PCR y secuenciacién en las cepas Seb6, Se20 y en los transconjugantes

obtenidos a partir de la cepa Se20.

Fenotipo de Resistencia Otros mecanismos .
. . . . . Integron
resistencia quinolonas de resistencia
Seb STR, TET, SUL gnrS1 tet(A), strA-strB, sul2 -
Se20 NAL, CIP, NOR, gnrS1, aac(6’)-Ib-cr, tet(A), strA-strB, sul2  intl1 + dfrA17 + aadA5
OFL, LEV, TOB, Ser83Tyr (GyrA)
KAN, STR, TET,
SXT, SUL, TRM
TCSe20B  CIP|, NOR, TOB, gnrS1, aac(6’)-lb-cr sul2 intl1 + dfrA17 + aadA5
KAN, SXT, SUL,
TRM
TCSe20L SXT, SUL, TRM gnrS1 sul2 intl1 + dfrA17 + aadA5

6.5.- Estudio plasmidico.

Una vez que se demostrd que algunos de los determinantes de resistencia estudiados
por PCR eran transferibles por conjugacién, otro de los objetivos planteados fue comprobar si
se localizaban en plasmidos y caracterizarlos. Para ello realizamos en primer lugar el tipado de
pldsmidos en las cepas de Salmonella Se6 y Se20; asi como en los transconjugantes TCSe20B y
TCSe20L, mediante la técnica denominada PBRT seguin la metodologia especificada en el

apartado de Material y Métodos.

Mientras que la cepa Se6 tan sélo mostré la presencia del plasmido de tipo colEr,; las
cepas Se20, TCSe20B y TCSe20L, resultaron positivas para los plasmidos del grupo de
incompatibilidad Incl1 y colEy, Se realizé el tipado molecular por pMLST del plasmido de tipo

Inclly se comprobd que pertenecia a la secuencia tipo ST3 (Incl1-ST3).

La PCR con los cebadores oricolE+p y gnrS proporcioné un amplicon de 2751 pb lo que

indicaba la colinearidad del gen gnrS1 con el origen de replicacién colEq,.
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Para confirmar la localizacion plasmidica de los determinantes de resistencia
estudiados previamente por PCR, se realizd6 una S1-PFGE (Figura 54) y posteriormente se
realizd una hibridacion por Southern blot con las sondas de los genes gnrS1, aac(6’)-1b-cr,
intl1, aadA5, sul2, strB, tet(A) y para los origenes de replicaciéon del plasmido de tipo Incll y

ColE1.

Marcador Seb  BedD TCIOE  TCIDL CSHIG

Figura 54.- Patron de digestion S1-PFGE de las cepas estudiadas y de la cepa receptora CSH26.
Marcador: Lambda Ladder PFG Marker.

En la Figura 54 se muestra el nimero y tamafio de los plasmidos determinados
mediante comparacién con los marcadores de peso molecular Lambda Ladder PFG Marker
(48,5-727,5 Kb) y Low Range PFG Marker (2,03-194,0 Kb). Se detectaron tres plasmidos en la
cepa Se6, uno de ellos tipado como colEy, de 9 kb y otros dos tipables En la cepa Se20 se
detectaron cinco plasmidos de 194; 97; 9; 8 y 6 Kb, respectivamente. Tres de éstos
pertenecian a los grupos de incompatibilidad Incll, ColE;, y ColE-like. Ambos
transconjugantes, TCSe20B y TCSe20L presentaron en ambos casos tres plasmidos de 97; 9y

6 Kb (Tabla 50).
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Tabla 50.- Tipo, nimero y tamafio de los plasmidos detectados en las cepas Se6, Se20 y los

transconjugantes.
TamaFio Sondas que hibridaron en los pldsmidos detectados en las cepas
lGsmid. Grupo Inc
plasmiao Se6 Se20 TCSe20B TCSe20L
194 Kb NT tet(A), sul2, strB tet(A), sul2, strB ND ND
97 Kb Incll (ST3) ND aadAs5, intll, sul2  aadA5, intll, sul2  aadAS5, intl1,
sul2
9 Kb ColE+p gnrSi gnrSi gnrSi gnrSi
8 Kb NT tet(A), sul2, strB tet(A), sul2, strB ND ND
6 Kb ColE1-like ND aac(6’)-1b-cr aac(6’)-1b-cr -

NT: plasmidos no tipables. ND: plasmidos no detectados. -: ninguna de las sondas que se probaron
hibridé en estos plasmidos.

Entre los resultados obtenidos (Tabla 50, Figura 55) destaca la presencia de los genes
tet(A), sul2 y strB en dos localizaciones plasmidicas para las cepas Se6 y Se20. Las sondas
hibridaron sobre el plasmido de aproximadamente 8 Kb en los dos casos; pero ademas se

identifico otra banda de hibridacién correspondiente a un plasmido de aprox. 194 Kb.

tet(A), sul2, str8(194 Kb)

Plasmido 11, aadAS, intl1, sul2 (97 Kb)

F i

tet|A), sul2, strB (8 Kb)

gnr51(9-10Kb)

aac(6’)-1b-cr (6 Kb)

Figura 55.- Representacion grafica de la localizacién donde hibridan las sondas especificas para cada

gen.
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El gen de resistencia aac(6’)-lb-cr se localizd en las cepas Se20 y TCSe20B en el
plasmido de la familia ColE1 detectado a aproximadamente a la altura de 6 Kb; mientras que
la banda observada a esa altura para la cepa TCSe20L fue negativa, tal y como se esperaba. El
gen qnrS1 fue localizado en las cuatro cepas en el plasmido de 9 Kb, tipado como colEy,. Los
genes aadA>5, intll1 y sul2, los dos primeros indicadores de la presencia de integrdn, fueron

localizados en el plasmido Incl1 de 97 Kb para la cepa Se20 y los transconjugantes.

6.6.- Secuenciacion completa del plasmido portador del gen aac(6’)-1b-cr.

Tras el estudio de plasmidos de las cepas Seb6 y Se20, llamd la atencién el pldasmido de
pequefio tamafio (aprox. 6 kb) en la cepa Se20 que albergaba el gen aac(6’)-lb-cr que confiere
resistencia a aminoglucésidos y sensibilidad disminuida a fluoroquinolonas, por lo que se
decidid estudiar en mayor profundidad este plasmido. Este trabajo se realizé parcialmente en
la estancia doctoral que llevé a cabo bajo la supervision de la Dra. Beatriz Guerra (Federal

Institute for Risk Assessment, BfR, Berlin).

Tras la extraccion del DNA plasmidico por el método Birnboim-Doly fue transformado
por electroporacion en la cepa receptora E. coli ElectroMax DH10B cells (Invitrogen, Carlsbad,
CA, USA). Los posibles transformantes se sembraron en placas de Luria-Bertani agar
suplementadas con kanamicina (30 mg/L) y se determinaron las CMIs de antibioticos
aminoglucésidos, acido nalidixico y fluoroquinolonas en la cepa parental Se20, en su
transformante (TF-Se20) y en la cepa receptora E. coli ElectroMax DH10B (Tabla 51). Se

analizo la presencia del gen de la acetilasa mediante PCR e hibridacidn.

Los valores de CMI de la cepa transformante TF-Se20 a tobramicina, kanamicina,
ciprofloxacina y norfloxacina se incrementaron en 16, >32, >2 y 4 veces, respectivamente,
comparados con la cepa receptora E. coli DH10B; mientras que no existian variaciones para los
valores de MIC de gentamicina, acido nalidixico, levofloxacina y ofloxacina. Esta cepa
transformante mostraba los mismos valores de CMI que la cepa parental Se20 para los
antibidticos tobramicina y kanamicina, resistencia aportada por la acetilasa detectada;
mientras que la carencia de la mutacion en GyrA y la ausencia del gen gnrS1 se reflejaban en
los menores valores de resistencia a acido nalidixico, ciprofloxacina, levofloxacina,

norfloxacina y ofloxacina detectados en la cepa TF-Se20.
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Tabla 51.- Valores de CMI (mg/L) para aminoglucdsidos, quinolonas y fluoroquinolonas en las cepas de

S. Typhimurium Se20, la cepa transformante TF-Se20 y la cepa receptora E.coli ElectroMax DH10B.

Antibistico i Valores de CMI (mg/L)

Se20 TF-Se20 E. coli ElectroMax DH10B
Acido nalidixico >512 2 2
Gentamicina 1 1 1
Tobramicina 32 32 2
Kanamicina 128 128 <4
Ciprofloxacina 8 0,016 <0,008
Levofloxacina 8 0,016 0,016
Norfloxacina 32 0,125 0,03
Ofloxacina 16 0,016 0,016

'La cepa dadora Se20 contenia la mutacién Ser83->Tyr en GyrAy los genes gnrS1 y aac(6’)-lb-cr.

Se realizé la extraccidén del contenido plasmidico de la cepa transformante TF-Se20
mediante el kit comercial QlAfilter Plasmid Purification (Qiagen, Hilden, Germany). Esta
preparacion purificada se utiliz6 para su secuenciacién completa en los servicios de
secuenciaciéon de Qiagen y Cogenics mediante la técnica de “walking-primer” empleando
cebadores especificos disefiados a partir del gen de la acetilasa. La comparacién y el analisis
de las secuencias se llevé a cabo utilizando los programas BLAST, blastn y blastp, disponibles
en la pagina web de NCBI (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/) y el programa Open Reading Frame
Finder (ORF Finder) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/gorf/), el programa de traduccién
de secuencias Transeq (http://www.ebi.ac.uk/Tools/st/) y el software Clone Manager 9 (Sci-Ed
Software). Las secuencias se alinearon y compararon con los datos disponibles en GenBank

utilizando el programa ClustalW (www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/).

La secuencia completa del plasmido (5931 pb), que se denomindé como pMdT1, fue
depositada en GenBank con el nimero de acceso JX457478 (Anexo I). A continuacion se
detallara el analisis realizado sobre la secuencia del plasmido portador del gen de la acetilasa.
La maxima identidad que obtuvimos al comparar la secuencia de este plasmido con la base de
datos de GenBank fue de un 97% frente al plasmido colicigénico, carente del gen aac(6’)-Ib-cr,
pPBERT (GenBank AF025795) procedente de S. Berta, aunque tan solo se comparaba y coincidia
un 52% de pMdT1.

El andlisis bioinformatico mostré que la secuencia del plasmido pMdT1 poseia un
contenido G+C de un 51%, ligeramente inferior al 52% descrito para el genoma de S. enterica,

y 8 marcos de lectura abiertos (ORFs) que se exponen a continuacion (Tabla 53 y la Figura 56).

Region de resistencia. Mediante el programa ORF Finder se localizé una ORF entre los

nucledtidos 4172-4849 que codificaba una proteina de 225 aminoacidos. Esta proteina mostro
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un dominio de acetiltransferasa (GNAT) entre los aminoacidos 51-208 y poseia un 99% de
identidad (considerando los ultimos 184 aminodcidos) con el gen aac(6’)-Ib-cr, que justifica el
fenotipo detectado para la cepa TF-Se20. La proteina N-acetiltransferasa codificada en la
secuencia del plasmido pMdT1 fue denominada AAC(6’)-Ib-cr4, puesto que no solo mostré las
mutaciones Trp128—>Arg y Asp205->Tyr, andlogas a las mutaciones Trpl02->Arg vy
Aspl179->Tyr de la variante AAC(6’)-lb-cr, sino que mostré la mutacién aminoacidica

Asn5->Thr.

En la secuencia pMdT1, el gen aac(6’)-Ib-cr4 se encontré embebido en una estructura
clasica de casete génico con el lugar attC de recombinacién aguas abajo del gen; pero no se
detectd integrasa o att/ u otros casetes génicos en el resto de la secuencia del plasmido. Sin
embargo se encontrd un RBS aguas arriba del gen aac(6’)-l1b-crd que podria indicar un lugar de
inicio de traduccién. Ademads, el programa ORF Finder predijo un extremo N-terminal
extendido para la proteina AAC(6’)-lb-cr4, por lo que la proteina encontrada en el pladsmido
pMdT1 comprenderia 225 aminoacidos, en vez de 184 aminoacidos que es lo habitualmente
descrito. En cualquier caso, la enzima AAC(6)-lb-cr4 era activa en la cepa TF-Se20, tal y como

demuestran los valores de CMI (Tabla 51, Figura 57).

Region de movilizacion. Se detectaron los genes de movilizacion mobA, mobB, mobCy

mobD entre los nucledtidos 53 y 1865 de la secuencia del pMdT1. Las proteinas codificadas
por estos genes son necesarias para la transferencia horizontal de los plasmidos movilizables
durante la conjugacién bacteriana. En la Tabla 52 se muestran los resultados realizados para la
region mob del plasmido pMdT1, que resultdé muy similar a la regién de plasmidos de tipo

ColE1, especialmente para aquellas cepas de S. Typhimurium.

Tabla 52.- Comparacién de las proteinas de movilizacién del pldasmido pMdT1 con aquellas presentes en

pldsmidos de tipo ColE1 representativos.

Plasmido N° acceso Cepa Porcentaje de identidad
GenBank MobA  MobD  MobB  MobC

pMdT1 IX457478 S. Typhimurium 100 100 100 100
pK AY079200 S. Enteritidis 96 97 98 99
pRK10 EU697813  S. marcescens ACE2 94 95 95 95
pHLR25 HE652087  S. Typhimurium 93 100 93 95
pQnrS1-cpl7s  JN393220  S. Typhimurium 93 100 93 95
pTPgnrS-1a AM746977 S. Typhimurium 93 100 93 94
pEC278 AY589571  E. coli 93 94 93 94
pSW200 L42525 E. stewartii 92 97 93 97
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Tabla 53.- Detalle de las regiones y genes detectados en la secuencia del plasmido pMdT1.

Longitud Longitud

Region (0b) (aminodcidos) Gen/elemento Sentido Funcion

53 1603 1551 519 mobA Complementario  Movilizaciéon

160 375 216 71 mobD Complementario  novilizacion

379 864 486 161 mobB Complementario  novilizacién

1542 1865 324 107 mobC Complementario  njovilizacion

1911 2191 281 bom(basis of mobility) Movilizacién

1978 2041 63 oriT origen de transferencia
2033 nic site Sitio de ruptura de hebras
2488 oriv Origen de replicacién
2489 2841 353 RNAII Complementario  Zona replicacion

2661 2666 6 -35 RNAI Promotor replicacién
2696 2803 108 RNAI Zona replicacion

2685 2690 6 -10 RNA | Promotor replicacién
2813 2818 6 -10RNAII Promotor replicacidn
2836 2841 6 -35RNAI Promotor replicacién
3076 3471 396 131 orfl Complementario  Desconocida

3745 4133 389 122 orf2 Posible regulador transcripcional
4172 4849 678 225 aac(6’)-Ib-cra Gen de resistencia

5341 5892 552 183 orf3 Factor de estimulacion de macréfagos




La region de movilidad mob, se detectd precedida por una region denominada bom
(basis of mobility) requerida para la movilidad del plasmido y localizada entre los nucledtidos
1911 y 2191. Se definié el origen de transferencia, oriT, dentro de esta region (nucledtidos
1978-2041) y el sitio de ruptura de las hebras (nic-cleavage) en el nucledtido 2033, por

comparacion con otros plasmidos similares (pRK10, EU697813).

Region de replicacion. La region de 354 pb, comprendida entre los nucleétidos 2488 y
2841, mostrd una identidad superior al 75% con los plasmidos de tipo ColE1l pHW15 y pSGI15
(AM167518 y FN428572, repectivamente). Este tipo de plasmidos se caracterizan por
presentar dos RNAs (RNAI y RNAII) que se solapan parcialmente y que se transcriben a partir
de un origen vegetativo de replicacion (oriV). Esta regidon de RNA es necesaria no solo para la
replicacion (por un mecanismo de tipo theta independiente del propio plasmido y
dependiente completamente de las proteinas aportadas por el hospedador), sino para la
regulacion del numero de copias. En el caso del plasmido pMdT1, el origen de replicacién oriV
se localizé en la posicidon 2488, asi como los segmentos RNAI y RNAII correspondieron a las
regiones de 108 y 354 nucledtidos mostradas en la Tabla 53 y Figura 56-57). Los promotores
-10 y -35 de las secuencias RNAI y RNAIl se encontraban altamente conservados en
comparacion con aquellas regiones de los plasmidos pHW15 y pSGI15, con los que se compard

esta region de la secuencia.

Genes accesorios. Fuera de las regiones anteriormente comentadas, quedaban 2412
pb de la secuencia del plasmido pMdT1, donde se determinaron tres ORFs. No se observo
similitud con ninguna secuencia de la base de datos GenBank cuando se compard la secuencia
orfl (nt 3076-3471, 131 aminodcidos). La proteina ORF2 (122 aminodcidos) mostraba segun el
software Phyre2 una estructura secundaria similar a los reguladores transcripcionales de tipo
CopG; mientras que la proteina ORF3 (183 aminoacidos) era idéntica a proteinas de
estimulacion de macréfagos previamente detectadas en S. Heidelberg y E. coli (nos. de acceso

GenBank: EIC34781 y EIL42560).
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aac(6’)-Tb-crd

Figura 56.- Representacion circular del plasmido pMdT1 detectado en la cepa Se20.

Origen

3745 4133 - an 4849

4:;.48 4909

Figura 57.- Representacion lineal del plasmido pMdT1, en la que se detalla la regidn del gen de

resistencia aac(6')-lb-cra.
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Discusion

DISCUSION

Las infecciones gastrointestinales constituyen un gran problema de salud publica
mundial y entre los microorganismos implicados, Salmonella es uno de los patégenos
zoonoticos mas frecuentes en toxiinfecciones alimentarias en humanos (ISCIll, 2011). Los
serotipos de S. enterica, Enteritidis y Typhimurium, son los mas prevalentes en el ambito
clinico, representando mds del 80% del total de aislados obtenidos (ISCIII, 2011; Hendriksen et
al., 2011). Estas salmonelosis no tifoideas cursan como una gastroenteritis autolimitada de
manera que el tratamiento antibidtico solo es requerido en casos graves, en pacientes
inmunodeprimidos, con factores de riesgo o en edades extremas de la vida. Sin embargo,
desde hace varias décadas asistimos a un grave problema de indole mundial, tanto en
medicina humana como en veterinaria, debido al alarmante incremento de la resistencia
bacteriana a los antibidticos. La presion selectiva ejercida por factores externos, como el mal
uso e incluso abuso de los antibiéticos en medicina humana, veterinaria o agricultura, junto a
los diversos mecanismos de resistencia y transferencia genética que poseen las bacterias,
contribuyen considerablemente a esta situacion. En el caso de las especies de Salmonella no
tifoidea, en los afios 1980s, eran organismos mayoritariamente “sensibles”, en los 1990s
comenzd a observarse un incremento en la resistencia a ampicilina, cloranfenicol, vy
cotrimoxazol; y en los ultimos afios se estd detectando una emergencia de aislados clinicos
resistentes a cefalosporinas de tercera generacidn y fluoroquinolonas, lo que supone graves

limitaciones terapéuticas.

Este problema es un importante motivo de preocupacion en salud publica y son
muchos los esfuerzos que deben hacerse para controlar y lograr una contencidon de dicha
resistencia y diseminacion. Por ello, el desarrollo de esta tesis ha aportado resultados
importantes en la vigilancia de la resistencia a antibidticos en el género Salmonella en
distintos hospitales espafioles, i) ha permitido evaluar la prevalencia de aislados de Salmonella
portadores de mecanismos emergentes de resistencia a ampicilina y amoxicilina-acido
clavulanico; cefalosporinas de tercera generacidon y fluoroquinolonas (BLEEs, cefalosporinasas
plasmidicas o PMQR); ii) ha permitido determinar los elementos genéticos implicados en su
transferencia o su mantenimiento en el genoma bacteriano; vy iii) ha aportado resultados de

virulencia y de las posibles diseminaciones clonales entre aislados seleccionados.

El primer objetivo abordado en esta tesis fue el analisis del fenotipo de resistencia a

antibidticos en cepas de S. enterica de dos hospitales espaiioles (HSP y HCULB). El analisis de
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los 280 aislados obtenidos mostré que en 278 de los casos se trataba de S. enterica
subespecie enterica (subesp. |), mientras que dos aislados correspondian a S. enterica subesp.
arizonae (subesp. llla). Cuando se comparan los datos de serotipo proporcionados por los
hospitales de origen se observa que los serotipos mayoritarios son S. Typhimurium (146
aislados, 52,1%) y S. Enteritidis (93 aislados, 33,2%). Estudios recientes (ECDC, 2012b;
Hendriksen et al., 2011) apoyan que éstos son los dos serotipos mas frecuentemente
encontrados en casos de salmonelosis en humanos en Europa, siendo la prevalencia de S.
Enteritidis mayor que la de S. Typhimurium (45% frente 22%, respectivamente). Sin embargo,
los ultimos informes nacionales muestran datos similares en la frecuencia de ambos serotipos,
en torno a un 25% de los totales aislados (ISCIll, 2011). Todos los trabajos anteriormente
mencionados (ECDC, 2012; Hendriksen et al., 2011; ISCIIl, 2009; ISCIIl, 2011) describen una
tendencia en la disminucidn de casos totales de salmonelosis, apuntando a que la causa mas
probable es la efectividad en las medidas de minimizacién de la prevalencia de Salmonella
spp. en las explotaciones avicolas, llevadas a cabo por los paises miembros de la Unidén
Europea durante los ultimos afios. Dado que la infeccidn por S. Enteritidis suele estar asociada
al consumo de ovo-productos, parece ldgico pensar que la disminucion provocada por estas
medidas de control afecte directamente al serotipo Enteritidis; permaneciendo el serotipo
Typhimurium, asociado al consumo de productos carnicos no avicolas, invariante durante este
tiempo. Sin embargo, los datos aportados por organismos de América del Norte indican una
situacién contraria a la que se observa en los paises de la UE, con un fuerte incremento del
serotipo Enteritidis asociado a consumo de ovo-productos (Chai et al., 2012). El resto de
aislados estudiados en esta tesis pertenecian a serotipos variados, pero minoritarios tanto en

nuestro trabajo como en los referenciados.

El estudio del fenotipo de resistencia mostré altos porcentajes de resistencia a
sulfamidas (68%), ampicilina (53%), tetraciclina (49%) y estreptomicina (37%) entre los
aislados procedentes de los dos hospitales. Hay que destacar que la resistencia a estos
antibiéticos fue mayoritariamente detectada en el serotipo S. Typhimurium, donde por
ejemplo el 81,5% de los aislados analizados presentaron resistencia a ampicilina, frente al
21,5% de los aislados de S. Enteritidis. Estos datos estdn en consonancia con los estudios
europeos que subrayan altos porcentajes de resistencia para estos antibidticos. Sin embargo,
aquellos utilizados en medicina humana, como son las cefalosporinas de tercera generacion y
ciprofloxacina, se mantienen en bajos niveles en el caso de aislamientos clinicos (rango 1-7%),
como en nuestros aislados (0,4%), pero emergen en aislados de algunos tipos de animales,

como es el caso de aves o cerdos (ECDC, 2012a; Meakins et al., 2008; Soler et al., 2006).
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El 51,4% de los aislados estudiados presentaron fenotipo de multirresistencia
(resistencia a tres o mas familias de antibidticos), destacando que el 88% de los mismos
correspondian al serotipo S. Typhimurium. Los fenotipos de multirresistencia mas
comunmente encontrados fueron los que relacionaron los antibidticos anteriormente
mencionados: AMP-STR-TET-SUL (12%) y AMP-STR-TET-CHL-SUL (11%). Por otra parte, hay
qgue destacar que, al igual que en trabajos previos ((ECDC, 2012a; Meakins et al., 2008; Soler
et al., 2006), el serotipo Enteritidis no presentd resistencia a un gran nimero de antibiéticos,
siendo multirresistentes Unicamente el 6% de los mismos, aunque la resistencia a 4acido
nalidixico, se manifesté preferentemente en este serotipo (S. Enteritidis, 54 aislados; S.

Typhimurium, 22 aislados; otros serotipos, 7 aislados).

Tras el estudio de los 280 aislados procedentes de estos dos hospitales espafioles se
seleccionaron aquellos aislados que presentaban resistencia a ampicilina (AMP?, 129
aislados), que se unieron a 74 aislados AMP® procedentes de otros 4 hospitales espafioles.
Pudimos observar que el 80% de los aislados AMP® correspondian al serotipo Typhimurium,
mientras que Enteritidis solo fue detectado en el 10% de éstos. Asimismo, la resistencia a
ampicilina se encontré estrechamente relacionada con la resistencia a sulfamidas (92%),
tetraciclina (93%) y estreptomicina (72%); y en menor medida con cloranfenicol (52%). Se
observo sensibilidad disminuida a amoxicilina-acido clavulanico en el 60% de estos aislados

AMPR,

Cuando analizamos la presencia de genes codificantes de beta-lactamasas
encontradas, pudimos distinguir dos grupos: aquellos aislados AMP® sensibles a amoxicilina-
acido clavulanico (AMP®-AMC?, 79 aislados) que albergaban la mayor parte de los aislados
blagm.1-positivos (86% de los aislados AMPR-AMC® uno o varios genes codificantes de este tipo
de beta-lactamasa) y los aislados AMP® resistentes o con sensibilidad disminuida a

amoxicilina-acido clavulanico (AM pR-amc’®

, 124 aislados) que portaban principalmente los
genes blapses (49%) y blagxas (31%). La produccién de la beta-lactamasa TEM-1 no es
suficiente para provocar un fenotipo AMC"® (Guerri et al., 2004; Llanes et al., 1999; Poirel et
al., 1999), de hecho en E. coli dicho fenotipo se ha relacionado con la produccion de beta-
lactamasas de tipo TEM resistentes a los inhibidores (IRT), hiperproduccion de la beta-
lactamasa TEM-1, produccién de enzimas complejas mutantes TEM (complex-mutant TEM,
CMT), entre otras causas (Martin et al., 2010; Ortega et al., 2012; Therrien & Levesque, 2000;
Waltner-Toews et al., 2011). En 19 de nuestros aislados AMP®-AMC"®, TEM-1 fue la Unica

beta-lactamasa detectada, no encontrandose ninguna de tipo IRT ni CMT tras el andlisis de las
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secuencias, por lo que se precisan futuros estudios de otros mecanismos que pudieran

justificar dicho fenotipo en esos aislados.

La deteccion simultdnea de mas de un gen codificante de beta-lactamasas fue
relativamente infrecuente (en 12 aislados, nueve de los cuales presentaron sensibilidad
disminuida a amoxicilina-acido clavulanico), comparada con estudios previos realizados en S.

enterica (Biendo et al., 2005; Gierri et al., 2004).

El fenotipo de pentarresistencia AMP-CHL-STR-SUL-TET (ACSSuT) fue detectado en 78
de los 203 aislados AMP® (38%), todos ellos Typhimurium, y alguno de los cuales fue
adicionalmente resistente a acido nalidixico, amoxicilina-acido clavulanico, kanamicina,

gentamicina, tobramicina o trimetoprim.
El fenotipo ACSSuT se asocié a tres perfiles genotipicos generales:

(i) La asociacion entre los genes blagw.1s, cMIA1/ catA, aadA/ strA-strB, sul, y tet(A)/

tet(B) que se detectd en 8 aislados S. Typhimurium.

Este genotipo ha sido previamente descrito en aislados de S. Typhimurium, donde los
genes blawy y tet(A) se han encontrado en los transposones Tn3 y Tn1721, a su vez asociados
a plasmidos de grupos Incll o InHI1 (Hradecka et al., 2008). Por otra parte, la combinacién de
genes blaregy.1-strA-strB-sul2-tet(A/B) ha sido previamente referida formando parte de dos
regiones de resistencia adyacentes, de 8671 y 14587 pb, respectivamente, localizados en el
cromosoma de cepas de S. Typhimurium variante monofasica (Hauser et al., 2010; Hopkins et

al., 2010; Lucarelli et al., 2010; Lucarelli et al., 2012).

En nuestro estudio destaca ademas que 5 de los 8 aislados presentaban co-resistencia a
trimetroprim asociada a la presencia de los genes dfrAl, dfrA7 o dfrA12. Asi, esta asociacion
genética de hexarresistencia (blarem.1, cmlAl/catA, aadAl-strAB, sul y dfrA1/dfrA7/dfrA12) se
ha descrito en nuestro estudio y en una gran variabilidad de combinaciones formando parte
de plasmidos de virulencia-resistencia tanto de S. Typhimurium como S. Enteritidis
diseminados en distintas localizaciones geograficas, como Africa Sub-Sahariana, Espafia o
Reino Unido (Herrero et al., 2008a; Kingsley et al., 2009; Rodicio et al., 2011; Rodriguez et al.,
2011; Rodriguez et al., 2012; Villa & Carattoli, 2005).

(ii) El perfil genético de blaoya.1 Yy aadA1 (localizados como casetes génicos en un integron

de clase 1), catA, sul, y tet(B) observado en 14 aislados.
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Esta asociacidn fenotipo-genotipo se ha descrito en estudios previos (Antunes et al., 2004;
Guerri et al., 2004; Hsu et al., 2012; Lindstedt et al., 2003; Pérez-Moreno et al., 2009;
Rodriguez et al., 2008; Weill et al., 2006), algunos de los cudles enfatizan la cotransferencia
del gen blagya1 junto con el resto de genes de resistencia movilizados gracias a plasmidos
encontrados en aislados de S. Typhimurium, tanto de origen humano, como de animales
destinados al consumo (Antunes et al., 2004; Lindstedt et al., 2003). Algunos de estos
plasmidos han sido descritos en la literatura como plasmidos hibridos virulencia-resistencia.
Estos plasmidos derivan del pladsmido pSLT de virulencia de S. Typhimurium, mediante la
adquisicion de un fragmento de DNA de aproximadamente 48 kb que alberga la isla de
resistencia donde se encuentran los genes blapxa.1, catAl, aadAl, sull y tet(B). Tanto estos
plasmidos, como variantes de los mismos, han sido detectados por primera vez en nuestro
pais y posteriormente en otros paises europeos (Herrero et al., 2008a; Herrero et al., 2008b;

Herrero et al., 2009; Mendoza et al., 2009; Rodicio et al., 2011; Rodriguez et al., 2008).

(iii) En 65 aislados de S. Typhimurium (fagotipo DT104 o relacionados) se observd la
asociacion de los genes blapsz.1 y aadA2, localizados dentro de dos integrones de clase 1, y los
genes floR, sul y tet(G), que a su vez se detectaron en la estructura genética caracteristica de

la Isla Genémica de Salmonella de tipo 1 (SGI1).

El fenotipo de ACSSuUT suele asociarse a la presencia de la SGI1 (Mulvey et al., 2006;
Targant et al., 2010b) en las cepas del serotipo Typhimurium, fagotipo DT104 o asociados,
aunque también se ha descrito en otros serotipos (Beutlich et al., 2011; Kiss et al., 2012). Se
han publicado diversas variantes de esta isla gendmica, relacionadas con la presencia de
genes de resistencia alternativos a los asociados con el fenotipo de pentaresistencia (Beutlich
et al., 2011; Chu et al., 2012; Kiss et al., 2012; Levings et al., 2007; Mulvey et al., 2006; Targant
et al., 2010a; Vo et al., 2010); sin embargo, entre nuestros aislados la Unica variacidon que
observamos respecto a la estructura de SGI1 tipica fue una delecién en la region orf5-orf6-
IS6100 en uno de los aislados estudiados. Esta regiéon no codificante de resistencias, posee
intacta la secuencia de insercién 1S6100, descrita como un lugar de potencial recombinacion
dentro de la estructura SGI1 y responsable de mediar transposiciones intramoleculares para
dar lugar a nuevas variantes (Boyd et al., 2002; Chu et al., 2012; Levings et al., 2007; Targant
et al., 2010a).

Analizando la relacion clonal de estos 65 aislados portadores de la beta-lactamasa blapg;.
1 se observd, que a pesar de tratarse de aislados de S. Typhimurium procedentes de cuatro

hospitales espafioles geograficamente distantes, la relacion clonal entre ellos era muy
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estrecha. Hay estudios que aseguran un alto nivel de recombinacion y por tanto una baja
clonalidad entre subespecies de Salmonella, incluso dentro del propio serotipo Typhimurium,
basandose en las secuencias tipo (ST) recogidas en la base de datos de MLST y en el gran
numero de fagotipos que han sido descritos (Lan et al., 2009). Sin embargo, estudios mas
recientes (Achtman et al., 2012; Bell et al., 2011; Litrup et al., 2010) indican que tanto las
técnicas utilizadas en la determinacién de brotes epidémicos (PFGE o MLVA), como en
especial la técnica MLST, pueden ser utiles para agrupar los aislados acorde a su serotipo y
estudiar su relacién. Pese a que el método de PFGE es considerado el método de eleccidn
para el tipado de brotes de Salmonella, el hecho de que los aislados pertenecientes al mismo
serotipo se agrupen en perfiles electroforéticos similares ha sido previamente descrito en
algunos trabajos (Cooke et al., 2008; Rivoal et al., 2009; Torpdahl et al., 2005). En el caso de
nuestro estudio, los 65 aislados no sdlo pertenecieron a la secuencia tipo mayoritaria dentro
del serotipo Typhimurium, ST19 (complejo clonal CC1) y presentaron perfiles de PFGE
estrechamente relacionados, tras la digestion con dos enzimas distintas, sino que ademas se

agruparon Unicamente en tres virulotipos al estudiar los factores de virulencia que portaban.

Estudios llevados a cabo con muestras de origen animal y humano, procedentes de
distintas localizaciones europeas, y representativos de los cinco serotipos mayoritarios
implicados en salmonelosis humanas (Huehn et al., 2010) demostraron que la mayoria de los
perfiles de virulencia obtenidos son caracteristicos de cada serotipo, siendo el serotipo
Typhimurium el que contenia mayores variaciones. En nuestro caso, tres virulotipos fueron
encontrados para este serotipo, frente a los seis perfiles descritos previamente, tomando
como referencia la presencia/ausencia de los diez genes de virulencia caracteristicos (Huehn
et al., 2010). El virulotipo mayoritario encontrado en las cepas de esta tesis (A, 90%),
correspondia con el virulotipo mayoritario encontrado en otros estudios (Beutlich et al., 2011,
Huehn et al., 2010); mientras que los virulotipos B (9% en nuestro estudio) y C (2%) fueron

encontrados también en menor medida en todos los trabajos.

Las variaciones encontradas dentro del mismo serotipo se relacionan con aquellos
genes de virulencia codificados por profagos, fimbrias o contenidos en el plasmido de
virulencia y que pueden contribuir a la adaptacién de Salmonella a distintos nichos ecoldgicos.
Ejemplos de este tipo de genes son gipA y sodC1, codificados en profagos; bcfC, codificante de
fimbrias; o spvC, rck y el operdn pef(A-D), caracteristicos de los plasmidos de virulencia.
Ninguno de nuestros aislados presenté el gen gipA, en contraste con lo encontrado en otros

estudios, donde este gen de virulencia estuvo presente en el 43% de los aislados de S.
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Typhimurium analizados (Huehn et al., 2010). Sin embargo, en el trabajo de Litrup et al., 2010
tampoco detectan gipA debido a que dicho gen estaba truncado. Acorde con este estudio,
todos nuestros aislados fueron portadores de los genes sodC1 y bcfC. El 90% de nuestros
aislados portaron el plasmido de virulencia, mientras que en estudios europeos se detecté en
menor proporcidn (Huehn et al., 2010; Wannaprasat et al., 2011). El gen sopE1, codificante de
una proteina efectora, ha sido descrito anteriormente en serotipos altamente adaptados al
hospedador, tales como S. Typhi, y en algunos casos en S. enterica subesp. |, pero es menos
frecuente en S. Typhimurium (4.5%)(Ehrbar & Hardt, 2005; Huehn et al., 2010; Litrup et al.,
2010; Mirold et al., 2001; Prager et al., 2000; Streckel et al., 2004). En nuestro estudio tan solo

fue encontrado en un aislado (2%).

En contraste con todos estos genes de enorme variabilidad, aquellos localizados en
islotes cromosémicos, tales como los genes reguladores phoP/Q o slyA o aquellos codificantes
de proteinas efectoras como sopE2; asi como las islas de patogenicidad (SPIs 1-5),
involucradas en la invasidn celular y la interaccion entre Salmonella y la célula hospedadora,
se encontraban bastante conservados (Bugarel et al., 2011; Huehn et al., 2010; Litrup et al.,

2010; Wannaprasat et al., 2011).

Nuestros resultados indican que aquellas cepas de S. Typhimurium positivas para el
cluster de resistencia SGI1 portan ademads varios determinantes de virulencia codificados
tanto en islas de patogenicidad, profagos o plasmido de virulencia. Aunque la relacién entre
los determinantes de resistencia y virulencia no estd perfectamente elucidada, hay estudios
que apuestan por la co-existencia de resistencia y virulencia (Beceiro et al., 2012), mientras
que otros trabajos, llevados a cabo con cepas de S. Typhimurium altamente resistentes a
fluoroquinolonas, han mostrado que esta alta resistencia es concurrente con la pérdida o
represiéon de factores de virulencia (Fabrega et al., 2009). Lo que si parece mas preocupante
es la incorporacién de determinantes de resistencia en pldasmidos de virulencia, presentes solo
en algunos serotipos de Salmonella, o la incorporacidon de determinantes de virulencia en
plasmidos de resistencia. Sin embargo, la presencia de genes de virulencia por si mismos no

garantiza la patogenicidad de una cepa (Fluit, 2005; Rychlik et al., 2006).

En esta tesis se determind la presencia de integrones entre los aislados AMP®,
encontrandose integrones de clase 1 en un 58,6% de los 203 aislados, mientras que no se
detectaron integrones de clase 2 6 3. Pese a la variabilidad de organizaciones genéticas
detectadas (12 estructuras distintas), 65 S. Typhimurium de nuestros aislados presentaron dos

integrones de clase 1, con regiones variables de 1000 y 1200 pb, que albergaron los genes
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aadAl y blapse.q, respectivamente, caracteristicos de la SGI1, como previamente se ha
discutido. Todos estos resultados estan en consonancia con los encontrados en diversos
estudios de prevalencia de beta-lactamasas e integrones en cepas de S. enterica de origen
tanto humano como animal (Benacer et al., 2010; Biendo et al., 2005; Glerri et al., 2004; Hsu

et al., 2012; Miko et al., 2005; Rodriguez et al., 2008; Weill et al., 2006).

El gen blaoya.1 detectado en 40 aislados AMPF se localizé en forma de casete génico en
las estructuras intl1-blagxaq1-aadAl-qacEA1-sull vy intl1-aac(6’)-Ib-cr-blagya.q-catB3-arr3-
gacEAl-sull. El promotor responsable de la expresion de la estructura blagxa.1-aadAl fue de
tipo PcW con el P2 funcional, resultado en concordancia con estudios previos (Boyle et al.,

2011; Lindstedt et al., 2003; Tosini et al., 1998; Vinué et al., 2011).

El integrén, denominado In37, que contenia los genes aac(6’)-Ib-cr-blagya.1-catB3-arr3
en su regién variable de 3300 pb, habia sido previamente descrito en cepas de Klebsiella
pneumoniae y E. coli (Pérez-Moreno et al., 2011; Pérez-Moreno et al., 2012; Quiroga et al.,
2007; Ruiz et al., 2012a). Este integron se suele encontrar como un integron complejo que
contiene el elemento ISCR1, duplicidad de la regidon 3’-conservada y genes gnr. Nuestro
estudio representa la primera evidencia de este integréon en una cepa de S. enterica serotipo
Thompson, en la que ademads no se encontraron los elementos mencionados anteriormente
en su entorno mas proximo. Los integrones In37 registrados en GenBank con numeros
AJ971343 y AY259086 presentan promotores de los casetes génicos de tipo hibrido 1, PcH1
(TGGACA-N4,-TCGTAAACT) con el promotor P2 inactivo; mientras que en nuestro caso, y al
igual que el integrén descrito en GenBank con nimero GU906294, se encontrd el promotor
PcW con dos mutaciones nucleotidicas que lo transformaban en su variante PcWqgn.10

(TGGACA-N4-TGGTAAGCT) con mayor fortaleza de expresidon que PcW.

Los genes codificantes de la beta-lactamasa TEM-1, que fue la mds frecuentemente
detectada entre los aislados de S. enterica AMP® en nuestro estudio, no se encontré en ningun
caso formando parte de la region variable de integrones de clase 1. Sin embargo, entre
nuestros aislados blaww., positivos resistentes a trimetoprim, destacd la presencia de
elementos portadores de genes dihidrofolato reductasa (dfrA) en 16 aislados. Entre ellos, se
encontraron tres aislados que contenian el gen dfrA14 truncando el gen de resistencia a
estreptomicina strA, provocando un fenotipo de sensibilidad a este antibidtico. Esta
estructura ha sido anteriormente descrita en aislados de E. coli de diversos origenes
(Anantham & Hall, 2012; Partridge et al., 2009; Soufi et al., 2011; Vinué et al., 2010). Siete

aislados presentaron el gen de resistencia dfrA1, en dos tipos distintos de integrones de clase
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1. Varios son los articulos que indican que los integrones portadores de la region variable
dfrAl-aadA1l son bastante frecuentes entre los géneros E. coli y S. enterica (Hsu et al., 2012;
Krauland et al., 2009; Miko et al., 2005; Rodriguez et al., 2008; Soufi et al., 2011; Soufi et al.,
2012), mientras que en nuestro caso también encontramos en cuatro aislados el gen dfrAl en

un integrdn (intl1-dfrA1) deficiente en su regidn 3’-conservada.

Se detectaron diversas estructuras de integron de clase 1 portadores del gen dfrA12
entre nuestros aislados AMP®. La estructura int/1-dfrA12-gcuF-aadA2-qacEAl-sull se encontrd
en 4 aislados; y las estructuras no-clasicas relacionadas con los genes de resistencia cm/Al y
sul3 en otros 4 aislados. Estas organizaciones se han descrito previamente en cepas de S.
enterica y E. coli de origen humano, animal y medioambiental (Antunes et al., 2005; Saenz et
al., 2010). Las estructuras estX-psp-aadA2-cmlIAl-aadAl-qacH-15440-sul3-orf1-mef(B)A-1S26 y
qacH-15440-sul3-orf1-mef(B)A-IS26  en diversas combinaciones, previamente descritas
(Antunes et al., 2007; Soufi et al., 2011; Sdenz et al., 2010; Vinué et al., 2010), se detectaron

en nuestro estudio en siete aislados, todos ellos pertenecientes al serotipo Typhimurium.

La presencia de beta-lactamasas de tipo BLEE o AmpC ha sido ampliamente descrita
en enterobacterias tales como E. coli o Klebsiella (Cantén et al., 2012; Coque et al., 2008a). Sin
embargo, la prevalencia de este tipo de beta-lactamasas es muy baja en Salmonella, con
porcentajes de aproximadamente 0.2-7% (ECDC, 2012a; Meakins et al., 2008; Pardos de la
Géandara et al., 2011), pero que compromete la eficacia del tratamiento con cefalosporinas de
tercera generacion en aquellos casos que lo requieren. A lo largo de esta tesis se analizaron 11
aislados clinicos caracterizados por mostrar un fenotipo BLEE (8 aislados) o con fenotipo
AmpC (2 aislados), asociados a la presencia de los siguientes genes codificantes de beta-
lactamasas: blacrxme (serotipo Virchow, 2 aislados), blacrym1o (Virchow, 2), blacrxm-1a
(Enteritidis, 1), blacrxm-15 (Gnesta and S. enterica group C, 2), blasuy., (Livingstone, 1), blasyy.1»
(Enteritidis, 1) y blacwy., (Bredeney, 2). Es importante destacar la diversidad de familias de
beta-lactamasas que hemos observado, incluso dentro del mismo serotipo, y a pesar del bajo
numero de aislados estudiados; aunque hay otros trabajos espafioles que también observaron
esta variabilidad (Gonzdalez-Sanz et al., 2009; Rodriguez et al., 2009). Por otra parte, algunos
autores apuntan a los serotipos Typhimurium y Enteritidis como los mas comunes asociados a
la presencia de BLEEs en infecciones en humanos (Arlet et al., 2006), sin embargo tanto en
nuestro estudio como en otros, se evidencia una variedad de serotipos de S. enterica
implicados en la resistencia a beta-lactdmicos que incluye también a los serotipos como

Virchow, Bredeney, Livingstone o Gnesta, entre otros (Carattoli, 2009; Gonzalez-Sanz et al.,
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2009; Herrera-Leon et al., 2010; Hopkins et al., 2006; Pardos de la Gandara et al., 2011; Riafio
et al., 2009).

La familia de beta-lactamasas mas diseminada entre aislados de S. enterica tanto de
origen humano como animal es la familia CTX-M (Arlet et al., 2006; Cantén et al., 2012; Coque
et al., 2008a; Gonzalez-Sanz et al., 2009; Pardos de la Gandara et al., 2011; Rodriguez et al.,
2009), que en nuestro estudio estuvo representada por las beta-lactamasas CTX-M-9, CTX-M-
10, CTX-M-14 y CTX-M-15, detectadas en siete de las nueve cepas productoras de BLEEs

analizadas.

Aunque recientemente se ha observado la beta-lactamasa CTX-M-9 por primera vez
en el serotipo Bovismorbificans (Antunes et al., 2012); frecuentemente se describe asociada al
serotipo Virchow fagotipo 19 (Garcia et al., 2007; Gonzalez-Sanz et al., 2009; Herrera-Ledn et
al., 2010; Riafio et al., 2009; Weill et al., 2004). El estudio llevado a cabo por Herrera-Ledn et
al. (2010) pone de manifiesto que en Espafia existe una dispersién clonal de cepas de S.
Virchow PT19 portadoras de las beta-lactamasas CTX-M-9 y TEM-1, muy similares por PFGE y
gue muestran un fenotipo de multirresistencia. La localizacién del gen blacryx.m-9 €n su entorno
de integrén complejo In60 en plasmidos conjugativos de alto peso molecular (250-350 kb) de
tipo IncHI2 en Salmonella apoyan esa dispersidon (Garcia et al., 2007; Herrera-Ledn et al.,
2010; Novais et al., 2006). Entre los resultados obtenidos en esta tesis, se confirma la
presencia de dos aislados de S. Virchow multirresistentes, clonalmente relacionados,
portadores de CTX-M-9 y TEM-1 y en los que el gen blacy.mo se localizé dentro de la
estructura del integréon In60 en plasmidos grandes (335 y 370 kb), que sin embargo no

pudieron ser tipificados por la técnica utilizada.

La beta-lactamasa CTX-M-10, cuya primera descripcidn fue en Espafia en 2001, se ha
encontrado en el drea mediterranea en aislados de E. coli, K. pneumoniae, Enterobacter y
S.enterica serotipo Virchow (Cantén et al., 2012; Cartelle et al., 2006; Coque et al., 2002;
Gonzalez-Sanz et al., 2009; Leavitt et al., 2009; Oliver et al., 2001). El entorno genético
descrito para blacry.m.10 comprende 12 kb donde se encuentran tres transposasas, un gen
codificante de una DNA invertasa y varios genes orf cuya homologia radica en un origen de
fagos (Oliver et al., 2005). En nuestros dos aislados blacry.m.10-pOSitivos, procedentes de
hospitales geograficamente distantes, ambos con el serotipo Virchow e indistinguibles por las
técnicas de tipificacion PFGE y MLST, se encontro el entorno relacionado con fagos pero en
dos variantes incompletas. Aunque existe poca informacién sobre la implicacion de fagos en la

diseminacién de genes de resistencia, estudios recientes demuestran su alta prevalencia e
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importante implicacion en la transferencia de estos genes, incluso BLEEs, en distintos nichos

ecoldgicos (Colomer-Lluch et al., 2011; Muniesa et al., 2004).

Las enzimas CTX-M-14 y CTX-M-15, destacan entre las mas diseminadas entre
enterobacterias tanto en humanos como en animales (Canton et al., 2012; Diaz et al., 2010).
El gen de resistencia blacrx.m.14a fue identificado en uno de nuestros aislados de S. Enteritidis;
mientras que la combinacidn de genes blacrym.1s — blarem.1 se encontrd en dos aislados de S.
enterica, uno de ellos perteneciente al serotipo Gnesta y el otro perteneciente al serogrupo C.
Tal y como ha sido descrito en estudios previos (Eckert et al., 2006; Vinué et al., 2008), el
entorno genético detectado en nuestros aislados comprende un elemento ISEcp1 aguas arriba
de los genes blacry.m-14a Y blacrxm-1s. Esta secuencia de insercion esta frecuentemente asociada
a los genes blacrx.m, porta las regiones promotoras -35 y -10 y media la expresion y la
movilizacion de este tipo de genes. Por otra parte, aguas abajo del gen blacrxm.14a S€
encuentra la secuencia de insercion 1S903; mientras que para el gen blacrxm.is se ha

encontrado el gen orf477 (Eckert et al., 2006).

Relativo a los plasmidos portadores de estos genes blacrym1a Y blacrym.1s, cabe
destacar que aunque el gen blacrym-12 S€ ha detectado en una gran variedad de plasmidos,
algunos pertenecientes a los grupos IncK, IncFlls o Incll en distintos serotipos de Salmonella
(Carattoli, 2009; Gonzalez-Sanz et al., 2009; Hopkins et al., 2006), en esta tesis se describe por
primera vez la localizacidn del gen blacryx.m.14 €0 un pldsmido de tipo Incl1-ST80, de 95 kb y que

fue transferido por conjugacion de la cepa dadora S. Enteritidis a la receptora E. coli CSH26.

La combinacidn de genes blacry.m-15 — blawegm.1 habia sido previamente relacionada con
la coexistencia de la estructura ISEcp1- blacry.m.1s Y €l transposdn Tn3 portador del gen blarew.1,
en pldsmidos especialmente de tipo IncFll (Carattoli, 2009; Coque et al., 2008b). Sin embargo,
en esta tesis se encontraron los genes blacrx.m-15 Y blarem-1 €n un aislado de S. enterica grupo C
y otro aislado de S. Gnesta localizados en plasmidos IncA/C [420 kb] y Incl1-ST68 (CC31)[85
kb], respectivamente. Hay que destacar que plasmidos de tipo Incl1-ST68 (CC31) con tamafios
entre 75 y 90 kb portadores de este gen blacrx.m.15 fueron detectados por primera vez en
cepas de E. coli procedentes de ganado en Francia (Madec et al., 2012). En uno de nuestros
aislados se observd que ademas de la localizacién plasmidica, el gen blacix.v-15 S€ encontré en
cromosoma. Esta capacidad de integrarse en cromosoma, sugiere una posible integracion
plasmidica o evento de transposicién en el cromosoma mediado por la secuencia de insercion
ISEcp1, localizada aguas arriba del gen de resistencia, lo que puede contribuir a la persistencia

de esta beta-lactamasa (Coque et al., 2008b; Fabre et al., 2009).
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Los genes codificantes de las beta-lactamasas de tipo SHV han sido localizados en
plasmidos en E. coli, K. pneumoniae, E. aerogenes o S. marcescens, asi como en algunos
serotipos de S. enterica (Arlet et al., 2006; Carattoli, 2009; Chiaretto et al., 2008; Gonzalez-
Sanz et al., 2009). En nuestro estudio encontramos dos aislados de S. Livingstone y S.
Enteritidis portadores de las beta-lactamasas SHV-2 y SHV-12, respectivamente. El gen blas,y.,
se observo en un plasmido conjugativo de 115 kb perteneciente al grupo Incl1-ST27 (CC26), y
en la literatura se ha descrito asociado con plasmidos grandes (125-155 kb) pertenecientes a
los grupos de incompatibilidad IncFIB, IncY, IncK e Incl1 (Dierikx et al., 2010; Gonzalez-Sanz et
al., 2009). Por otra parte, el gen blasyy.1, ha sido encontrado en un rango mayor de tamaiio de
pldsmido (40-110 kb) y asociado a un amplia diversidad de grupos de incompatibilidad
(Carattoli, 2009; Gonzélez-Sanz et al., 2009), mientras que en nuestro caso resulta de interés
destacar, que este gen se detectd en un plasmido no conjugativo de tan solo 10 kb, que
pertenecia al grupo de incompatibilidad Incll. El tipo de Incll no pudo ser determinado
puesto que tan solo amplificaba el gen repl, y carecia de los genes codificantes de los sistemas
toxina antitoxina (pndAC), asi como aquellos relacionados con la DNA primasa, sistemas de
restriccion-modificacion y funciones implicadas en la transferencia plasmidica, caracteristicos

de los plasmidos Incl1 (Johnson et al., 2011).

Dos de nuestros aislados pertenecientes al serotipo Bredeney ST306 y que mostraron
altos valores de CMI para cefoxitina y ceftazidima, albergaron el gen blacyy.,, codificante de
una beta-lactamasa de tipo AmpC. Este gen, incluido en el entorno ISEcp1-blacyy.,-blc-sugE, es
el mas diseminado entre aislados de S. enterica, detectdndose en mdas de 32 serotipos
distintos de S. enterica, tales como Agona, Ajiobo, Anatum, Heidelberg, Newport o
Typhimurium (Arlet et al., 2006; Folster et al., 2011; Rodriguez et al., 2009). El serotipo
Bredeney ha sido relacionado con esta enzima, tanto en aislados clinicos en nuestro pais
(Gonzalez-Sanz et al., 2009), como en aislados animales en Reino Unido (Arlet et al., 2006;
Hopkins et al., 2006; Liébana et al., 2004). Los plasmidos IncA/C han sido tradicionalmente
relacionados con la diseminacidn de blacwy., (Call et al., 2010; Carattoli, 2009; Folster et al.,
2011; Hopkins et al., 2006), sin embargo en nuestro caso, ambos aislados mostraron un
plasmido conjugativo de 85 kb perteneciente al grupo de incompatibilidad Incl1. Uno de ellos
fue subtipado como ST18 y el otro como ST2-CC2. Los plasmidos de tipo Incl1-ST2 portadores
de blacwy, han sido previamente descritos tanto en E. coli como en S. enterica de diversos
origenes (Folster et al., 2011; Garcia-Fernandez et al., 2008; Gonzalez-Sanz et al., 2009;
Mataseje et al., 2010; Rodriguez et al., 2009); mientras que los plasmidos de tipo Incl1-ST18

tan solo han sido encontrados en aislados de E. coli (Mataseje et al., 2010). Por tanto, en esta
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tesis se describe por primera vez la localizacion del gen blacyy-, en un plasmido conjugativo de

tipo Incl1-ST18 en un aislado de S. Bredeney.

La adquisicion de un fenotipo de resistencia, no solo debido a mutaciones en las
dianas sino también a mecanismos de transmisidn horizontal, lleva implicado un coste
biolégico para la bacteria (Andersson & Hughes, 2010; Dahlberg & Chao, 2003). Se han
realizado numerosos estudios tanto a nivel individual como comunitario para comprobar la
reversibilidad de la resistencia en ausencia de presién antibidtica (Sousa et al., 2012; Sun et
al., 2012); sin embargo, los mecanismos de evolucién compensatoria, las mutaciones libres de
coste y la co-seleccidon de marcadores de resistencia en presencia de antibidtico suponen un
impedimento para la reversibilidad de aquellos fenotipos de resistencia que se han impuesto
en las poblaciones bacterianas (Andersson, 2006; Andersson & Hughes, 2010; Hughes &
Andersson, 2012; Martinez, 2011). En nuestro caso, cuando realizamos los experimentos de
estabilidad del fenotipo BLEE/AmpC observamos la pérdida dicho fenotipo en cuatro de los 11
aislados tras pases sucesivos en ausencia de presion antibidtica. Es importante destacar que el
45% de los aislados analizados perdieron parcialmente el contenido plasmidico (genes de
resistencia a beta-lactamicos blasyy, blacyy., 0 blacix.m, asi como otros genes de resistencia a
tetraciclinas, sulfamidas o trimetoprim) o perdieron el plasmido completo portador del gen
blagee/ampc. La pérdida total o parcial de plasmidos de resistencia ha sido observada en
diversos estudios (Brown et al., 1991; Subbiah et al., 2011), y en el caso de la pérdida parcial
podria estar a la obtencién de plasmidos energéticamente mas favorables para la célula

((Brown et al., 1991; Subbiah et al., 2011).

El mantenimiento de los plasmidos a lo largo de las generaciones bacterianas esta
determinado por la combinacidn del coste energético que la bacteria tiene que asumir para la
replicacion, transcripcion y traduccion de dichos plasmidos, la segregacidn correcta llevada a
cabo por los sistemas de particion, y la persistencia de éste debido a los mecanismos de
muerte post-segregacional cuando la célula hija no ha heredado la copia correspondiente
(Martinez, 2011; Subbiah et al., 2011). En nuestro estudio, un aislado de S. Enteritidis perdio
el fenotipo BLEE tras 5 dias de pases consecutivos en ausencia de presidon antibidtica y se
asocié a la perdida completa del plasmido Incll de 10 kb que portaba el gen blasyy.1». La
ausencia de los genes pndAC, codificantes de un sistema toxina-antitoxina, asi como de otros
genes del esqueleto plasmidico, a priori altamente conservado en los plasmidos de tipo Incll
(Johnson et al., 2011; Sampei et al., 2010), puede explicar la facilidad con la que este plasmido

fue eliminado. También se observo la pérdida de plasmido Incll portador del gen blacuy., en
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un aislado de S. Bredeney tras 49 dias de pases en ausencia de antibidtico; sin embargo, en
este caso no se encontré deficiencia en el esqueleto del mismo, por lo que su pérdida pudo
ser debida a pequeias deleciones o mutaciones en genes relevantes para su mantenimiento,
un fallo en el sistema de herencia vertical o quizas, a un alto coste energético impuesto en el
hospedador (De Gelder et al., 2008; Petersen et al., 2009; Subbiah et al., 2011). Aunque por
otra parte, los genes blaam,c €n Salmonella suelen encontrarse en plasmidos asociados al
represor de su propia expresiéon o a elementos que compensan el coste biolégico asociado a la
expresion del gen (Hossain et al., 2004). A todo lo anterior se suma el hecho de que este tipo
de beta-lactamasas alteran la fisiologia de Salmonella, disminuyendo su virulencia y por tanto

la probabilidad de diseminacion de esta beta-lactamasa (Morosini et al., 2000).

Los sistemas de mantenimiento de plasmidos, junto con las ventajas adaptativas que
confieren al hospedador (genes de resistencia a antibidticos, genes de virulencia, etc.), son las
principales razones del éxito de este tipo de plasmidos (Carattoli, 2011). Pese a que podamos
pensar que la disminucién de la presion antibidtica puede reducir el nimero de bacterias
resistentes, parcialmente debido a la pérdida de plasmidos (Andersson & Hughes, 2010),
estudios recientes demuestran que existen plasmidos, tales como el plasmido pCT-IncK
portador del gen blacx.m.14, que imponen un bajo coste energético a su hospedador, de
manera que resulta un plasmido con una alta persistencia y mantenimiento a lo largo de
generaciones bacterianas (Cottell et al., 2012). Las mutaciones compensatorias, tanto en el
propio plasmido como en el cromosoma del hospedador, o la adquisiciéon de otros elementos
compensatorios pueden disminuir el coste bioldgico que supone la adquisicidn de resistencia
sin implicar la pérdida de estos mecanismos (Andersson & Levin, 1999; Andersson & Hughes,
2010; Martinez et al., 2011). Estas afirmaciones podrian explicar el hecho de que en 9 de los
11 aislados con fenotipo BLEE/AmpC se mantuvieran los plasmidos portadores de los genes
bla tras 100 dias de pases consecutivos en ausencia de antibidtico aunque sufrieran

variaciones en su contenido genético.

Las fluoroquinolonas son antibidticos también empleados como tratamiento
alternativo para las infecciones por Salmonella invasivas en pacientes adultos. A pesar de que
la utilizacion intensiva de este tipo de antibidticos en clinica y medicina veterinaria estan
provocando la emergencia de bacterias resistentes a los mismos, la resistencia a
fluoroquinolonas resulta todavia infrecuente en la especie S. enterica (ECDC, 2012a), quizas
debido a que supone un alto coste energético para la bacteria segiin apuntan estudios previos

(Giraud et al., 2003; O'Regan et al., 2010).
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De hecho, entre la coleccion de 364 aislados analizados en esta tesis doctoral, se
detecté un Unico aislado resistente a ciprofloxacina (0,3%). Este aislado Se20 procedia del
mismo paciente del que previamente se habia obtenido el aislado Se6 sensible a
ciprofloxacina, por lo que se estudiaron ambos en esta tesis como un caso clinico. Ambos
aislados eran S. Typhimurium fagotipo DT104B, pero no presentaron ni la SGI1 cromosdmica
gue suele asociarse a este serotipo-fagotipo (Mulvey et al.,, 2006), ni resistencia a ningun

antibidtico beta-lactamico.

Los datos obtenidos tanto por PFGE como por MLST indicaron que ambas cepas se
encontraban clonalmente relacionadas y pertenecian a la secuencia tipo ST36. Esta secuencia
tipo, que en un principio fue considerada como un singletén (Lan et al., 2009), actualmente
estd definida en la base de datos de MLST de Salmonella
(http://milst.ucc.ie/mlist/dbs/Senterica, Ultima consulta el 7 de febrero de 2013) como parte
del complejo clonal CC138. La secuencia tipo ST36 agrupa 43 aislados, recogidos en Europa y
Asia, todos ellos pertenecientes al serotipo Typhimurium y procedentes de muestras de
humanos o de reptiles. Sin embargo, ni el ST36 ni el CC138 son los mas frecuentes en este
serotipo. El serotipo Typhimurium se encuentra frecuentemente asociado al complejo clonal
CC1, que engloba los aislados del ST19, que difiere del ST36 detectado en nuestro estudio en

cuatro alelos (aroC, dnaN, sucA vy thrA) del ST36 (Achtman et al., 2012).

El estudio fenotipico mostré que el primer aislado (Se6) presentaba sensibilidad
disminuida a acido nalidixico (16 pg/mL) y ciprofloxacina (0,5 pg/mL) y resistencia a
estreptomicina, tetraciclina, sulfamidas y acido fusidico; mientras que el segundo (Se20),
obtenido tras el tratamiento de 7 dias con ciprofloxacina, mostraba resistencia adicional a
acido nalidixico (>512 pg/mL), ciprofloxacina, norfloxacina, levofloxacina, ofloxacina (8-32
pg/mL), amikacina (16 pg/mL), tobramicina (32 pg/mL), kanamicina (128 pg/mL), trimetoprim
y trimetoprim/sulfametoxazol. Los valores de CMI de quinolonas y fluoroquinolonas se
asociaron con la presencia de gnrS1 en ambas cepas, y adicionalmente en el caso de la cepa

Se20 a la deteccion del gen aac(6’)-Ib-crd y a la mutacion Ser83Tyr en su proteina GyrA.

Los mecanismos transferibles de resistencia a quinolonas (TMQR) (como QnrS1 y
AAC(6’)-lb-cr, entre otros), confieren un bajo nivel de resistencia a quinolonas vy
fluoroquinolonas, incluso por debajo de los puntos de corte que han sido tradicionalmente
considerados como resistencia clinica. Por ello, tanto el comité europeo EUCAST, como el
americano CLSI han determinado disminuir los puntos de corte para las fluoroquinolonas

como la ciprofloxacina y ofloxacina, especialmente en el caso de Salmonella Typhi y aislados
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extraintestinales de Salmonella con el fin de prevenir fallos terapéuticos. Actualmente, se
debate la conveniencia de hacer extensible esta recomendacién a cualquier aislado de
Salmonella spp. con la finalidad de evitar la seleccion de mecanismos de resistencia de alto

nivel o acumulacién de los mismos (Humphries et al., 2012; Leclercq et al., 2011).

La adicién de mecanismos, tanto cromosémicos como transferibles, son los que
favorecen los altos niveles de resistencia a fluoroquinolonas. La presencia de TMQR supone
un paso adicional en la disminucién de sensibilidad a quinolonas y contribuye a un nivel mas
alto de resistencia, lo que puede ayudar a la seleccién de una cepa resistente (Poirel et al.,
2012; Ruiz et al., 2012b; Strahilevitz et al., 2009). En este trabajo, la presencia de la mutacidn
Ser83Tyr en la proteina GyrA detectada en la cepa Se20 justifica en parte el incremento de
resistencia a acido nalidixico y ciprofloxacina con respecto a la cepa Se6. La diana primaria
para mutaciones en bacterias Gram negativas es la proteina GyrA, donde pueden encontrarse
mutaciones, que adquiridas de manera sucesiva, confieren un incremento gradual en el nivel
de resistencia a quinolonas y fluoroquinolonas. Se ha demostrado que una sola mutacion en
GyrA proporciona un alto nivel de resistencia a acido nalidixico; mientras que para obtener
niveles mayores de resistencia a fluoroquinolonas se precisan mutaciones adicionales en GyrA

y/o ParC (Ruiz, 2003; Sdenz et al., 2003) y/o la deteccién de TMQR.

La presencia de la proteina AAC(6’)-lb-cr (o la variante AAC(6’)-Ib-cr4 en el caso de
esta tesis), ademas de justificar la adquisicion de resistencia a los aminoglucésidos amikacina,
tobramicina y kanamicina, disminuye la sensibilidad a ciprofloxacina y norfloxacina; pero no
afecta a acido nalidixico, levofloxacina ni ofloxacina. Este hecho es especialmente notable si
comparamos la cepa Se6 (que no posee la enzima acetilasa -cr) con el transconjugante
TCSe20B (que posee la enzima acetilasa -cr). La cepa TCSe20B posee unos valores de
resistencia a ciprofloxacina y norfloxacina de 2 pg/mL y de 16 pug/mL, respectivamente; es
decir, 2 y 8 veces superiores a los de la cepa Seb6, respectivamente para ambos antibiéticos.
Sin embargo, si comparamos los valores de CMI para el 4cido nalidixico, levofloxacina y
ofloxacina de la cepa TCSe20B y de la cepa Se6 vemos que permanecen invariables (16, 1, 2
pug/mL). La adquisicion de este mecanismo ayuda a explicar la tan comun asociacion entre
resistencia a aminoglucésidos y fluoroquinolonas en enterobacterias (Martinez-Martinez et

al., 2008; Poirel et al., 2012; Ramirez & Tolmasky, 2010; Ruiz et al., 2012b).

Las proteinas QnrS se encuentran mas frecuentemente asociadas a S. enterica que las
proteinas QnrA o QnrB (Cattoir & Nordmann, 2009; Poirel et al., 2012). Ademas la asociacion

entre genes gnrS y cefalosporinasas movilizadas en un mismo plasmido no se han encontrado
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en este género bacteriano (Cattoir & Nordmann, 2009). Este hecho fue coincidente con
nuestras cepas, dado que en nuestro caso, ni las cepas fueron resistentes a antibidticos beta-

lactamicos, ni encontramos posibles genes bla silentes.

La presencia del gen gnrS1, detectado tanto en las cepas Se6 y Se20, como en los
transconjugantes TCSe20B y TCSe20L, disminuye la sensibilidad de quinolonas vy
fluoroquinolonas. De hecho, estudios previos en E. coli (Nordmann & Poirel, 2005; Strahilevitz
et al., 2009) mostraron que la sola presencia de un gen de tipo gnr incrementa las CMI de
acido nalidixico 16-125 veces y de fluoroquinolonas 20 veces cuando se compara con una cepa
salvaje. Asi, cabe destacar que la transferencia horizontal del gen gnrS1 del aislado Se20
produjo un incremento en la CMI de acido nalidixico y ciprofloxacina respecto a la de la cepa
E. coli receptora en 4 y 67 veces, respectivamente, como se observa en los resultados de
TCSe20L, valores comparables a su vez con los obtenidos para Se6 (que tan sélo poseia este
gen como mecanismo plasmidico de resistencia a quinolonas). Por otra parte, el
transconjugante TCSe20B presentd los genes qgnrS1 vy aac(6’)-lb-cr, observandose un
incremento de CMI de acido nalidixico, ciprofloxacina, kanamicina y tobramicina de 4, 133, 64
y 64 veces, respectivamente, con respecto a la cepa receptora. Aunque la cepa dadora Se20
poseia ambos genes de resistencia a quinolonas, los valores de CMI para acido nalidixico y
fluoroquinolonas fueron mayores que los presentados para la cepa TCSe20B, puesto que
ademas de estos genes mediados por plasmidos, poseia la mutacion Ser83Tyr en la proteina
GyrA. Con este estudio hemos corroborado que existe un efecto aditivo de estos mecanismos
de resistencia, tanto aquellos denominados tradicionalmente como transferibles como los
cromosomicos, en el fendmeno de resistencia a quinolonas y fluoroquinolonas (Cattoir &
Nordmann, 2009; Martinez-Martinez et al., 2008; Poirel et al., 2012; Ruiz et al., 2012b;
Strahilevitz et al., 2009).

En nuestro estudio no se detectaron integrones en la cepa Se6; mientras que en la
cepa Se20 asi como en ambos transconjugantes, se detectd la presencia de un integrén de
tipo 1 que portaba en su regidn variable los genes dfrA17 y aadA5 implicados en la resistencia
a trimetoprim y estreptomicina, respectivamente. Este integron poseia intacta la secuencia
del gen intl1, sin embargo, no se encontrd la regién 3’ conservada (genes qacEAl + sull).
Existen varias referencias que indican que la carencia de la regién 3’-CS no es frecuente,
aunque se han descrito diferentes estructuras genéticas (Antunes et al., 2007; Sunde et al.,
2008; Saenz et al., 2010). En un estudio previo realizado por nuestro grupo con aislados del

Hospital San Pedro de Logrofio (el mismo hospital del que se aislaron las cepas Se6 y Se20 del
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caso clinico), se observd que de un total de 44 cepas de E. coli integrén positivas, 12
presentaron la estructura dfrA17+aadA5 en su region variable de integrén de clase 1, pero tan

solo una de ellas resulté defectiva para los genes gacEA1 + sull (Vinué et al., 2010).

El promotor de tipo Pc localizado en la secuencia codificante de intl1 e implicado en la
transcripcidn de los casetes génicos dfrA17+aadA5, fue el promotor de tipo Pc hibrido 1
(PcH1). Se caracteriza por presentar las secuencias TGGACA y TAAACT en las posiciones -35 y
-10 de los hexdmeros. La fuerza de este promotor esta descrita en la bibliografia como débil
en la expresion de los casetes génicos, pero también con una alta eficiencia para favorecer la
reorganizacion de los mismos en funcidn de la presidn antibiética del medio (Jové et al., 2010;

Vinué et al., 2011).

El estudio de los mecanismos de resistencia implicados en la resistencia a tetraciclinas,
estreptomicina y sulfamidas desveld la presencia de los genes tet(A), strA-strB y sul2 en las
cepas Seb y Se20; mientras que los transconjugantes fueron negativos para los genes tet(A) y
strA-strB, lo que explica su sensibilidad a tetraciclinas y estreptomicina. El estudio genético del
entorno para el gen sul2 mostrd que estaba flanqueado por los genes repC y strA-strB en el
caso de las cepas Se6 y Se20, lo que demuestra la fuerte asociacién entre el gen sul2 y strA-
strB, como se ha presentado en la bibliografia (Bean et al., 2009; Soufi et al., 2011; Vinué et
al., 2010). Sin embargo, no se observd esta asociacion en los transconjugantes obtenidos
TCSe20B y TCSe20L. Este hecho nos hizo pensar que podria existir mas de una copia del gen
sul2 en la cepa dadora, y por lo menos una de ellas localizada en un plasmido conjugativo que
se habia transferido, lo que se confirmdé mediante las técnicas de PBRT, PFGE-S1 y Southern-

hibridacion.

Se observo la presencia de un plasmido de tipo ColEsp, que albergaba el gen gnrS1 en
todas las cepas y cuyo tamafio era aproximadamente de 9 Kb. Los genes gnrS1, relacionados
en un entorno genético inmediato con la secuencia de insercidn ISEc/2 y transposones de tipo
Tn3 (Poirel et al., 2012), se encuentran frecuentemente localizados en plasmidos pequefios y
movilizables que son derivados de plasmidos ColE (Garcia-Fernandez et al., 2009; Kehrenberg
et al., 2007; Poirel et al., 2007; Poirel et al., 2012; Wu et al., 2008). En nuestro caso, el estudio
del entorno genético del gen gnrS1 encontrado en todas las cepas estudiadas, desveld la
presencia de la secuencia parcial de ISEc/2 (que contenia orfB y orfA truncada), tal y como
habia sido descrito en los plasmidos pS3-1 y pS5-1 (Poirel et al., 2007) y de los genes de
movilizacién plasmidica mobA, mobB y mobC rio arriba de dicho gen, descritos previamente

para los plasmidos pTPqnrS-1a, pST728/06-2 y pS5-1 (Kehrenberg et al., 2007; Wu et al.,
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2008). A diferencia de los trabajos previamente descritos, nuestras cepas no presentaban
resistencia a beta-lactdmicos, lo que justificd que no se encontraran ni el gen bla e, ni el
transposén Tn3 portador del gen blay.;, acompafiando a la secuencia parcial de ISEc/2. Rio
abajo del gen gnrS1 se encontraron genes hasta ahora con funcién desconocida orientados tal
y como se ha descrito para el plasmido pS5-1 (Poirel et al., 2007). Los plasmidos del tipo
ColEqp, como el que se ha encontrado en este estudio, presentan un origen de replicacion oriV,
con una homologia variable (en nuestro caso 74%) con otras variantes de plasmido de tipo
ColE, pero es 100% idéntico al plasmido pTPgnrS-1a, descrito en la bibliografia por su relacidn
con los genes de tipo gnrS (Garcia-Fernandez et al., 2009; Kehrenberg et al., 2007). En las
cuatro cepas analizadas se logré comprobar la colinearidad entre oricolEr, y gnrS1 (Garcia-
Fernandez et al., 2009). Estos resultados indican la localizacidn del gen gnrS1 en un plasmido
de tipo pTPgnrS-la que son no conjugativos pero pueden estar movilizados por otros

plasmidos co-residentes.

Adicionalmente, las cepas Se6 y Se20 presentaron en ambos casos dos plasmidos no
tipables de 194 y 8 Kb donde hibridaron las sondas de los genes tet(A), sul2 y strB, pero se
observd que ninguno de ellos se habia transferido por conjugacién. Por otro lado, la diferencia
entre la cepa inicial Se6 y la cepa post-tratamiento Se20 fue la presencia de un plasmido
pequefio de tipo ColE1 que contenia el gen aac(6’)-Ib-cr4, y de otro plasmido de tipo Incll que
contenia el integrén de clase 1 (intl1+dfrA17+aadA5) y el gen sul2 no asociado a strA-strB.
Estos dos plasmidos podian haber sido transferidos a la cepa Se6 desde otra bacteria
intestinal, posiblemente una E. coli comensal, durante el tratamiento antibidtico. No pudimos
comprobar esta posibilidad ante la dificultad de obtener otra muestra fecal del paciente. Sin
embargo, tampoco hay que descartar la posibilidad de que coexistieran ambas cepas Se6 y
Se20 en el intestino del paciente y que tras el tratamiento antibidtico se seleccionara la cepa

resistente.

De todas formas, los experimentos de conjugacion realizados en este trabajo de
investigacion han demostrado que el plasmido de tipo Incll ha sido transferido desde la cepa
Se20 a una cepa receptora E. coli, y que este plasmido puede participar en la movilizacidn de
ColErp-gnrS1 e incluso del plasmido que contenia el gen aac(6’)-lb-cr4d, como se ha

demostrado en el transconjugante TCSe20B.

Una vez analizado el experimento de transferencia con la cepa Se20 como dadora y
los resultados obtenidos, podriamos concluir que tanto el gen aac(6’)-lb-cr4 como el gen

gnrS1 estan localizados en plasmidos movilizables pero no conjugativos. Estos plasmidos
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necesitarian la presencia de otro plasmido conjugativo (que en este trabajo parece ser el
plasmido Incl1) para poder transferirse de una bacteria a otra. Por tanto, en la cepa Se6, en la
que los experimentos de conjugacién no fueron satisfactorios, quizas no exista un plasmido

conjugativo que pueda “ayudar” al no conjugativo en su movilizacion.

En resumen, el caso clinico analizado en esta tesis es la primera descripcion en la
literatura internacional de una seleccién in vivo del gen aac(6’)-lb-cr4 y la sustitucion
Ser83Tyr de la proteina GyrA en una cepa de S. Typhimurium DT104B positiva para el gen
gnrS1 tras el tratamiento de la infeccidn con ciprofloxacina durante 7 dias. Ademads, se ha
demostrado la transferencia in vitro de los genes qnrS1 y aac(6’)-lb-cr4 mediados por
pldsmidos, aunque no se ha observado una asociacion fisica entre los genes qnrS1y aac(6’)-lb-

crd, como ha sido previamente descrito (Park et al., 2006; Rodriguez-Martinez et al., 2011).

La presencia de genes gnr puede ser critica en la emergencia in vivo de mutantes con
niveles de sensibilidad reducida a quinolonas; tal y como se ha descrito tanto en un caso de
seleccidn in vivo de mutaciones en GyrA y ParC tras el tratamiento con norfloxacina (Poirel et
al., 2006), como en el caso que se presenta en este trabajo. La seleccion de estas cepas
mutantes resistentes a quinolonas durante el tratamiento antibidtico es de gran relevancia
clinica y pueden ser responsables de fallos terapéuticos. Por otro lado, el hecho de que estos
genes tengan localizacién plasmidica en distintos entornos genéticos puede facilitar su
diseminacién rapida incluso entre bacterias de otros géneros bacterianos lo cual tiene una

gran trascendencia clinica y epidemioldgica.

Tras el estudio del caso clinico de resistencia in vivo donde se caracterizaron los
pldasmidos implicados en la diseminacidn de la resistencia, se estudid mediante secuenciacion
el plasmido movilizable de pequefio tamafio que albergaba el gen de resistencia a

aminoglucésidos, aac(6’)-Ib-cr, contenido en la cepa post-tratamiento Se20.

Tras el experimento de electrotransformacién sobre una cepa de E. coli receptora, se
secuencié completamente el pldsmido plasmido denominado pMdT1 de 5931 pb que fue
incluido en GenBank bajo el nimero de acceso JX457478. La comparaciéon de la secuencia
completa con la base de datos reveld que la maxima identidad (97%) desplegada correspondia
con el plasmido de tipo ColE carente del gen aac(6’)-lb-cr de S. Berta denominado pBERT
(numero de acceso GenBank AF025795); aunque solo el 52% de pMdT1 era comparable con

pBERT.
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En cualquier plasmido pueden definirse dos grandes zonas: un esqueleto plasmidico
(backbone) y una region de adaptacion. En el caso del plasmido pMdT1, la regidon de
adaptacion comprende una ORF de 225 aminoacidos que mostraba en el analisis un dominio
de N-acetiltrasferasa y que poseia un 99% de identidad con la proteina de 184 aminodcidos
AAC(6’)-lb-cr. La proteina N-acetiltransferasa codificada en el plasmido pMdT1 [denominada
AAC(6’)-1b-cr4] no solo mostraba las mutaciones descritas previamente para la variante “-cr”:
Trpl102Arg y Aspl79Tyr (Robicsek et al., 2006; Strahilevitz et al., 2009); sino que ademas
poseia una mutacion adicional (Asn5Thr) detectada previamente en otras variantes de este
tipo de proteinas (X98393 y GQ293500). Sin embargo, hasta el momento no se habia descrito

ninguna variante de acetilasa que contuviese las tres mutaciones simultdneamente.

El gen de resistencia aac(6’)-Ib-cr ha sido frecuentemente encontrado como casete
génico formando parte de integrones de clase 1 (Partridge et al., 2009; Robicsek et al., 2006);
en nuestro caso el andlisis de la secuencia revelé que se encontraba embebido en su
estructura clasica de casete génico con el lugar de recombinacion attC conservado pero no se
encontraron ni gen codificante de integrasa (la sonda intl1 no hibridé en el plasmido de 6 kb)
ni de attl, ni incluso de otros casetes génicos en el resto del plasmido. El andlisis de las
regiones adyacentes reveld un buen sitio de unién al ribosoma (RBS) aguas arriba del coddn
de inicio propuesto por ORF Finder, lo que apoyaba que la proteina detectada tuviese un
extremo N-terminal mas largo, siendo de 225 aminoacidos en vez de los 184 aminoacidos
comunmente aceptados. Algunos estudios (Casin et al., 1998; Partridge et al., 2009) han
indicado que existe variabilidad en cuanto a la longitud de este extremo N-terminal en estas
proteinas, sin implicar variaciones en su eficiencia. Sea como fuere, los experimentos de
fenotipo demostraron que tanto la cepa post-tratamiento Se20 como la cepa transformante
obtenida, TFSe20, mostraban el fenotipo de resistencia a aminoglucésidos y sensibilidad
disminuida a fluoroquinolonas compatible con la presencia de la enzima acetiltransferasa

AAC(6’)-1b-cr.

Ademas de esta ORF reconocida, el andlisis de la secuencia revelé tres ORF
adicionales, una de las cuales (denominada ORF1) no mostré similitud con ninguna
descripcién previa. ORF2 y ORF3, de 122 y 183 aminoacidos, respectivamente, no contenian
dominios conservados; aunque en el caso de ORF3 su secuencia fue idéntica a un factor de
estimulaciéon de macrofagos previamente detectado en S. Heildelberg y E. coli (nUmeros de

acceso: EIC34781 y EIL42560, respectivamente). El analisis con Phyre2 mostré que ORF2
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poseia una estructura secundaria de tipo CopG, similar a algunos reguladores

transcripcionales.

Centrandonos en el esqueleto conservado del plasmido, se observan los genes de
movilidad mobA, mobB, mobC y mobD, detectados entre los nucledtidos 53 y 1865. Tal y
como ha sido previamente descrito (Francia et al., 2004; Garcilldn-Barcia et al., 2009; Smillie
et al., 2010), las proteinas Mob son requeridas para la movilizacién horizontal del plasmido
durante el proceso de conjugacidn bacteriana. La region mob del plasmido pMdT1 mostré alta
similitud con las regiones de movilizacion de otros plasmidos de tipo ColE1, tales como los
pldsmidos pK (AY079200) de S. Enteritidis o los plasmidos pHLR25 (HE652087), pQnrS1-cpl7s
(JN393220) y pTPgnrS-1a (AM746977) de S. Typhimurium. Precediendo a la regién de
movilidad se encuentra una regién denominada bom (basis of mobility), localizada entre los
nucledtidos 1911 y 2191 del plasmido pMdT1, requerida para la movilidad plasmidica y similar
en un 87 y 79%, respectivamente, a la region bom de los plasmidos pSW200 y pRK10 (L42525
y EU697813). Dentro de esta regién y comparando con los plasmidos pRK10 (EU697813) y la
familia MOB,y (Francia et al., 2004) se encontraba el origen de transferencia oriT y el sitio de

ruptura de las hebras (nic-cleavage site).

La regidn de replicacion del plasmido pMdT1 comprende 254 pb, entre los nucleétidos
2488 y 2841, mostrando una identidad del 78 y 75% con la region de replicacion de los
plasmidos de tipo ColE1: pHW15 (AM167518) y gnrB19-pSGI15 (FN428572). En esta regién se
encontraron altamente conservados dos regiones de RNA solapantes, denominadas RNAI y
RNAII, que son transcritas a partir de un origen de replicacién, oriV, y necesarias no solo para
la replicacidn, sino para el control del nimero de copias del plasmido (Hammerl et al., 2010;

Rozhon et al., 2006).

El pldasmido pMdT1 de tipo ColE1, descrito en esta tesis, es el plasmido de resistencia
de tipo ColEl, portador de un gen aac(6’)-lb-cr4 mds pequeiio descrito hasta el momento.
Este plasmido es facilmente transferible y movilizable, tal y como se ha podido comprobar
tanto in vitro como in vivo. Las cepas portadoras de este plasmido no solo seran resistentes a
tobramicina y kanamicina, sino que ademas mostraran sensibilidad disminuida a

ciprofloxacina y norfloxacina.
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CONCLUSIONES

1. Los serotipos mayoritarios detectados en los aislados de S. enterica en los hospitales
analizados han sido Typhimurium (52%) y Enteritidis (33%), estando el serotipo

Typhimurium altamente asociado con los fenotipos de multirresistencia.

2. Se ha observado bajos porcentajes de resistencia a ciprofloxacina o cefalosporinas de

tercera generacién entre los aislados clinicos estudiados.

3. El gen blawy., fue el mas prevalente entre los aislados AMPR-AMC®, mientras que los

genes blapse.1 ¥ blaoya.1 1o fueron entre los aislados AM PR-AMC"R.

4. El fenotipo de pentarresistencia ACSSuUT o derivados se ha detectado en el 42% de los
aislados AMP®, asociados a tres genotipos generales ligados a los genes blaew.1, blaoxa1 Y

blapse.1.

5. Se han detectado 12 estructuras distintas de integrones de clase 1 entre los aislados
AMPF, cinco de las cuales carentes de su regién 3’-conservada, y tres de ellas asociadas al
gen sul3. La estructura mayoritaria fue el doble integrén aadA2/blaps:.; (65 aislados),
seguida de la estructura blagyxa1+aadA1 (38 aislados). En un aislado de S. Thompson se ha
detectado el integron In37 con la  estructura intl1+aac(6’)-1b-cr+blagya.

1+catB3+arr3+qacEAl+sull y el promotor inusual de tipo PCWqgn.10-

6. Todas las cepas de S. Typhimurium blapse.1-positivas presentaron pulsotipos indistinguibles
o altamente relacionados y fueron adscritas a la secuencia tipo ST19 (Complejo Clonal
CC1). El gen blapse.; se localizé en la estructura de SGI1, detectdndose una nueva variante

(GenBank JF775513).

7. Las cepas S. Typhimurium blapse.1-positivas se agruparon en tres perfiles de virulencia.
Todas las cepas presentaron los genes de localizacion en islas de patogenicidad (SPI 1-5) y
los genes relacionados con profagos; mientras que la presencia del plasmido de virulencia

fue variable (90%).

8. El fenotipo BLEE o AmpC es muy infrecuente en los hospitales analizados (<1%), asociado
a serotipos inusuales (Virchow, Gnesta, Livingstone y Bredeney) y con una alta diversidad

genotipica (blacrx-m-o, blacrxm-10, blAcrx-m-14a, blOctxm-1s, blAskv-2, blaspv-12 Y blacwy-).
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10.

11.

12,

13.

14.

15.

Los genes blacryx-m.14a) blasyy Y blacwy.o se han localizado en plasmidos de tipo Incl1 (10-115
kb) y los genes blacrymg Y blacrxm-10 €N plasmidos no tipables de muy alto peso molecular
(307-370 kb). El gen blacryw-15 se ha detectado en plasmidos Incll (87 kb) y IncA/C (417

kb), asi como en una localizacién cromosémica.

Se observo la pérdida de los genes blagee 0 blaamc in vitro o el pldsmido completo que los
albergaba en 4 de 11 aislados tras sucesivos pases en ausencia de presion selectiva
antibidtica. En tres cepas adicionales se evidencié la pérdida de otros genes de resistencia

o integrones.

La cepa que albergaba el gen blacrx.m.15 €n localizacidon cromosdémica y plasmidica perdid la

copia plasmidica en ausencia de presidon antibidtica selectiva.

En una cepa de S. Enteritidis SHV-12-positiva se observd la pérdida del plasmido Incll de
10 kb tras 4 dias de pases sucesivos en medio sin antibidtico, probablemente asociado a la

ausencia de sistemas de mantenimiento.

El caso clinico presentado es la primera descripcién de seleccién in vivo del gen
aac(6’)-lb-cr4 y la mutacion Ser83Tyr en la proteina GyrA en una cepa de S. Typhimurium
DT104 gnrS1-positiva tras el tratamiento antibidtico de 7 dias con ciprofloxacina. Se
transfirieron por conjugacion los genes aac(6’)-Ib-crd y gnrS1, junto con los determinantes

de resistencia a sulfamidas, trimetoprim y estreptomicina y el integrén de clase 1.

El gen gnrS1 se localizé en un pldsmido de tipo ColEr, asociado a los genes de
movilizacién plasmidica (mobA, mobB, mob(C), la secuencia parcial ISEc/2 y un gen

incompleto relacionado con el transposdn Tn5058.

El nuevo plasmido pMdT1 de tipo ColE caracterizado en esta tesis (GenBank JX457478) es
el mds pequefio descrito (6kb) que porta la nueva variante aac(6’)-lb-cr4. Este pldsmido
transferible contiene los elementos de movilizacién que pueden permitirle una facil

diseminacion.
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Conclusions

CONCLUSIONS

1. Serotypes Typhimurium (52%) and Enteritidis (33%) have been the main ones detected
among S. enterica isolates from the analyzed hospitals, being serotype Typhimurium

highly associated with multi-resistance phenotypes.

2. Low percentages of resistance to ciprofloxacin or third-generation cephalosporins

antibiotics have been observed among clinical studied isolates.

3. The blagym.1 gene was the most prevalent among AMPR-AMC® isolates, whereas blaps:.; and

blaoyas genes were among AMPR-AMC”® ones.

4. The ACSSuT penta-resistance or derived phenotypes have been detected in the 42% of the
AMPF isolates, associated to three general genotypes and linked to the blarem.1, blaoxas

and blapse., genes.

5. Atotal of 12 different class 1 integron structures have been detected, five of them lacking
the 3’-conserved region, and three of them linked to the sul3 gene. The integrons
aadA2/blapse., (65 isolates) and the blagyai+aadAl (38 isolates) have been the major
structures. One S. Thompson isolate harbored the 1In37 integron with the
intl1+aac(6’)-lb-cr+blaoya1+catB3+arr3+qacEAl+sull structure and the unusual promoter

PcWren-10.

6. All blapse,-positive S. Typhimurium strains showed indistinguishable or closely related
pulsotypes and were assigned to the sequence type ST19 (Clonal Complex CC1). The
blapsc.1 gene was located inside the SGI1 structure, and a new variant was detected in this

study (GenBank JF775513).

7. The blapsg.1-positive S. Typhimurium strains were grouped into three virulence profiles. All
strains showed the pathogenicity islands (SPI 1-5) locating genes and prophage-related
genes; while a slight variability was observed in the presence of the virulence plasmid

(90%).

8. The ESBL or AmpC phenotype is very uncommon in the analized hospitals (<1%),
associated to unusual serotypes ((Virchow, Gnesta, Livingstone and Bredeney) and with a
high genotypic diversity (blacrx.m-o, blacrxm-10, blOcrxm-1aa, blAcrxm-is, blasny-2, blasyy.1, and

blacwy., genes).
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Conclusions

9.

10.

11.

12,

13.

14.

15.

The blacry.m-14a, blasyy and blacyy., genes have been located on Incll plasmids (10-115 kb),
and blacrxmoe and blacrym.10 genes in large non-typeable plasmids (307-370 kb). The
blacry.m.15 gene has been detected in Incll (87 kb) and IncA/C (417 kb) plasmids, as well as

in a chromosomal location.

The in vitro loss of blag e or blaampc genes or complete carrying-plasmids was observed in
4 of the 11 isolates after serial passages under free-antibiotic selection pressure. In three

additional isolates the loss of other resistance genes or integrons was observed.

The blacry.m-15-positive isolate, harboring both chromosomal and plasmid location of the

gene, lost the plasmidic copy under free-antibiotic selection pressure.

In a SHV-12-positive S. Enteritidis strain the loss of the 10 kb-Incl1 plasmid was observed
after 4 days of passages in antibiotic-free medium, probably due to the absence of

maintenance systems.

The case report presented in this thesis is the first description of in vivo selection of the
aac(6’)-lb-cr4 gene and the Ser83Tyr GyrA substitution in a gnrS1-positive S. Typhimurium
DT104B after 7 days of antibiotic treatment with ciprofloxacin. The aac(6’)-Ib-cr4 and
gnrS1 genes, and also sulphonamides, trimethoprim and streptomycin resistance

determinants and the class 1 integron, were transferred by conjugation.

The gnrS1 gene was located in a ColEy, plasmid, associated with the mobilization genes
(mobA, mobB, mob(C), the ISEcI2 partial sequence and an incomplete gene related with

the Tn5058 transposon.

The pMdT1 plasmid, characterized in this thesis, is the smallest (6 kb) ColE1-like resistance
plasmid that harbors the new variant acc(6’)-1b-cr4 described so far (GenBank JX457478).
This transferable plasmid contains mobilizable elements that could enable it to

disseminate further.
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Anexo I: Secuencias incluidas en el Genbank

LOCUS w313 3045bp DNA linear 31-MAR-2011
DEFINITION Salmonella enterica serotipo Typhimurium W313 class 1 integron,
partial cds.
ACCESSION
VERSION
KEYWORDS
SOURCE  Salmonella enterica subsp. enterica serotipo Typhimurium
ORGANISM Salmonella enterica subsp. enterica serotipo Typhimurium
Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria; Enterobacteriales;
Enterobacteriaceae; Salmonella.
REFERENCE 1 (bases 1 to 3045)
AUTHORS de Toro,M., Saenz,Y., Cercenado,E., Rojo-Bezares,B.,
Garcia-Campello,M., Undabeitia,E. and Torres,C.
TITLE Characterization of class 1 integrons in Salmonella typhimurium
strains
JOURNAL Unpublished
REFERENCE 2 (bases 1 to 3045)
AUTHORS de Toro,M., Saenz,Y., Cercenado,E., Rojo-Bezares,B.,
Garcia-Campello,M., Undabeitia,E. and Torres,C.
TITLE Direct Submission
JOURNAL Submitted (31-MAR-2011) Area Bioquimica y Biologia Molecular,
Universidad de La Rioja, Madre de Dios, 51, Logrono, La Rioja
26006, Spain
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..3045
/organism="Salmonella enterica subsp. enterica serotipo
Typhimurium"
/mol_type="genomic DNA"
[strain="W313"
[serotipo="serotipo Typhimurium"
fisolation_source="human faecal sample"
/sub_species="enterica"
/country="Spain"
repeat_region <1..>3045
/mobile_element="integron:class 1 integron"
misc_recomb  1..62
/note="attl1 recombination site"
misc_recomb  56..62
/note="core site"
misc_feature 57..1100
/note="blaPSE-1 gene cassette"

gene 126..992
/gene="blaPSE-1"
CDS 126..992

/gene="blaPSE-1"
/note="confers resistance to ampicillin"
/codon_start=1
/product="PSE-1/CARB-2 beta-lactamase"
ltranslation="MKFLLAFSLLIPSVVFASSSKFQQVEQDVKAIEVSLSARIGVSV
LDTQNGEYWDYNGNQRFPLTSTFKTIACAKLLYDAEQGKVNPNSTVEIKKADLVTYSP
VIEKQVGQAITLDDACFATMTTSDNTAANIILSAVGGPKGVTDFLRQIGDKETRLDRI
EPDLNEGKLGDLRDTTTPKAIASTLNKFLFGSALSEMNQKKLESWMVNNQVTGNLLRS
VLPAGWNIADRSGAGGFGARSITAVVWSEHQAPIIVSIYLAQTQASMAERNDAIVKIG
HSIFDVYTSQSR"

misc_recomb  1100..1106
/note="core site"

misc_feature 1101..>1556
/note="gacEdeltal gene cassette"

gene 1151..1556
/gene="gacEdeltal"

-35_signal  1151..1156
/gene="gacEdeltal"

-10_signal  1175..1180
/gene="gacEdeltal"

RBS 1198..1201
/gene="gacEdeltal"
CDS 1209..1556

/gene="gacEdeltal"

/note="disrupted by sull gene"

/codon_start=1

/product="quaternary ammonium compounds resistance
protein”



[translation="MKGWLFLVIAIVGEVIATSALKSSEGFTKLAPSAVVIIGYGIAF
YFLSLVLKSIPVGVAYAVWSGLGVVIITAIAWLLHGQKLDAWGFVGMGLIIAAFLLAR

SPSWKSLRRPTPW"
gene 1550..2389
/gene="sul1"
CDS 1550..2389
/gene="sul1"

/note="confers sulphonamide resistance"

/codon_start=1

/product="Sull dihydropteroate synthase"
ftranslation="MVTVFGILNLTEDSFFDESRRLDPAGAVTAAIEMLRVGSDVVDV
GPAASHPDARPVSPADEIRRIAPLLDALSDQMHRVSIDSFQPETQRYALKRGVGYLND
IQGFPDPALYPDIAEADCRLVVMHSAQRDGIATRTGHLRPEDALDEIVRFFEARVSAL
RRSGVAADRLILDPGMGFFLSPAPETSLHVLSNLQKLKSALGLPLLVSVSRKSFLGAT
VGLPVKDLGPASLAAELHAIGNGADYVRTHAPGDLRSAITFSETLAKFRSRDARDRGL

DHA"
gene 2517..>2603
/gene="orf5"
CDS 2517..>2603
/gene="orf5"

/note="disrupted by 1S6100 element"

/codon_start=1

/product="unknown, similar to puromycin

N-acetyltransferase protein”

/translation="MDSEEPPNVRVACSGDIDEVVRLMHDAAA"
repeat_region 2604..>3045

/mobile_element="insertion sequence:IS6100"
repeat_region 2604..2617

/note="left inverted repeat"

Irpt_type=inverted

gene 2635..>3045
/gene="tnpA6100"
CDS 2635..>3045

/gene="tnpA6100"
/codon_start=1
/product="TnpA, transposase of 1S6100"
/translation="MLGGDWTDGTMTDFKWRHFQGDVILWAVRWYCRYPISYRDLEEM
LAERGISVDHTTIYRWVQCYAPEMEKRLRWFWRRGFDPSWRLDETYVKVRGKWTYLYR
AVDKRGDTIDFYLSPTRSAKAAKRFLGKALRGLKH"

BASE COUNT 700a 755c¢ 838g 752t

ORIGIN

1 tgatgttatg gagcagcaac gatgttacgc agcagggcag tcgccctaaa acaaagttag
61 ccatattatg gagcctcatg cttttatata aaatgtgtga caatcaaaat tatggggtta
121 cttacatgaa gtttttattg gcattttcgc ttttaatacc atccgtggtt tttgcaagta
181 gttcaaagtt tcagcaagtt gaacaagacg ttaaggcaat tgaagtttct ctttctgctc
241 gtataggtgt ttccgttctt gatactcaaa atggagaata ttgggattac aatggcaatc
301 agcgcttcce gttaacaagt acttttaaaa caatagcttg cgctaaatta ctatatgatg
361 ctgagcaagg aaaagttaat cccaatagta cagtcgagat taagaaagca gatcttgtga
421 cctattcccc tgtaatagaa aagcaagtag ggcaggcaat cacactcgat gatgcgtgct
481 tcgcaactat gactacaagt gataatactg cggcaaatat catcctaagt gctgtaggtg
541 gccccaaagg cgttactgat tttttaagac aaattgggga caaagagact cgtctagacc
601 gtattgagcc tgatttaaat gaaggtaagc tcggtgattt gagggatacg acaactccta
661 aggcaatagc cagtactttg aataaatttt tatttggttc cgcgctatct gaaatgaacc
721 agaaaaaatt agagtcttgg atggtgaaca atcaagtcac tggtaattta ctacgttcag
781 tattgccggc gggatggaac attgcggatc getcaggtge tggeggattt ggtgetcgga
841 gtattacagc agttgtgtgg agtgagcatc aagccccaat tattgtgagc atctatctag
901 ctcaaacaca ggcttcaatg gcagagcgaa atgatgcgat tgttaaaatt ggtcattcaa
961 tttttgacgt ttatacatca cagtcgcgct gataaggcta acaaggccat caagttgacg
1021 gcttttcegt cgcttgtttt gtggtttaac getacgcetac cacaaaacaa tcaactccaa
1081 agccgcaact tatggcggeg ttagatgcac taagcacata attgctcaca gccaaactat
1141 caggtcaagt ctgcttttat tatttttaag cgtgcataat aagccctaca caaattggga
1201 gatatatcat gaaaggctgg ctttttcttg ttatcgcaat agttggcgaa gtaatcgcaa
1261 catccgcatt aaaatctagc gagggcttta ctaagcttgce cccttccgec gttgtcataa
1321 tcggttatgg catcgcattt tattttcttt ctctggttct gaaatccatc cctgtcggtg
1381 ttgcttatgc agtctggtcg ggactcggeg tcgtcataat tacagcecatt gectggttge
1441 ttcatgggca aaagcttgat gcgtggggct ttgtaggtat ggggctcata attgctgect
1501 ttttgctcge ccgatcccca tcgtggaagt cgetgecggag gecgacgceca tggtgacggt
1561 gttcggcatt ctgaatctca ccgaggactc cttcttcgat gagagccggce ggctagaccce
1621 cgccggegct gtcaccgegg cgatcgaaat getgcgagtc ggatcagacg tcgtggatgt
1681 cggaccggcc gecagcecate cggacgcgag gectgtatcg ccggecgatg agatcagacg
1741 tattgcgcceg ctcttagacg ccctgtccga tcagatgcac cgtgtttcaa tcgacagctt
1801 ccaaccggaa acccagcgct atgcgctcaa gcgecggegtg ggctacctga acgatatcca
1861 aggatttcct gaccctgegc tctatccecga tattgctgag gecggactgca ggetggtggt
1921 tatgcactca gcgcageggg atggcatcge cacccgeacc ggtcaccttc gacccgaaga
1981 cgcgctcgac gagattgtge ggttcttcga ggegegggtt tccgecettge gacggagegg
2041 ggtcgcetgece gaccggctca tectcgatce ggggatggga tttttcttga gececgeacc



I

2101 ggaaacatcg ctgcacgtgc tgtcgaacct tcaaaagctg aagtcggegt tggggcttce
2161 gctattggtc tcggtgtcge ggaaatcctt cttgggegcec accgttggcec ttectgtaaa

2221 ggatctgggt ccagcgagcc ttgcggcgga acttcacgeg atcggcaatg gecgcetgacta
2281 cgtccgeacc cacgcgectg gagatctgcg aagcgcaate accttctcgg aaaccctcge
2341 gaaatttcgc agtcgcgacg ccagagaccg agggttagat catgcctagce attcaccttc
2401 cggccgececg ctagcggacc ctggtcaggt tccgcgaagg tgggegeaga catgetggge
2461 tcgtcaggat caaactgcac tatgaggcgg cggttcatac cgcgccaggg gagcgaatgg
2521 acagcgagga gcctccgaac gttcgggteg cctgetcggg tgatatcgac gaggttgtge
2581 ggctgatgca cgacgctgcg gcgggctcetg ttgcaaaaat cgtgaagctt gagcatgcett
2641 ggcggagatt ggacggacgg aacgatgacg gatttcaagt ggcgccattt ccagggtgat
2701 gtgatcctgt gggcggtgeg ctggtattgt cgctatccga tcagctatcg cgaccttgag
2761 gaaatgctgg cggaacgcgg catttcggtc gaccatacga cgatctatcg ctgggtccag
2821 tgctacgccc cggagatgga gaagcggctg cgctggttct ggcggegtgg ctttgatceg
2881 agctggcgcc tggatgaaac ctacgtcaag gtgcggggca agtggaccta cctgtaccgg
2941 gcagtcgaca agcggggcga cacgatcgat ttctacctgt cgccgacccg cagcgccaag
3001 gcagcgaagc ggttcctggg caaggccctg cgaggcctga agcac



LOCUS pMdT1 5931 bp DNA circular  30-JUL-

2012

DEFINITION Salmonella enterica subsp. enterica serotipo Typhimurium plasmid
pMdT1 harbouring the aac(6')-1b-cr gene, complete sequence.

ACCESSION

VERSION

KEYWORDS

SOURCE  Salmonella enterica subsp. enterica serotipo Typhimurium

ORGANISM Salmonella enterica subsp. enterica serotipo Typhimurium

Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria; Enterobacteriales;

Enterobacteriaceae; Salmonella.
REFERENCE 1 (bases 1 to 5931)
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source
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CDS

gene

CDS

gene

CDS

Location/Qualifiers
1..5931
/organism="Salmonella enterica subsp. enterica serotipo
Typhimurium"
/mol_type="genomic DNA"
[strain="Se20"
[/serotipo="Typhimurium"
fisolation_source="faecal sample"
/host="Homo sapiens"
/sub_species="enterica"
/plasmid="pMdT"
/country="Spain"
complement(53..1603)
/gene="mobA"
complement(53..1603)
/gene="mobA"
/codon_start=1
/product="mobilization protein MobA"
[translation="MPDSSGCGMPCWKRVQTMIVKFHPRGRGGGAGPVDYLLGKDRQR
DGATVLQGKPEEVRELIDASPYAKKYTSGVLSFAEKDLPPGQREKLMASFERVLMPGLDKDQYSV
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EQRRAALDLRRAETPLREGEPGSGTVRRGFELDDTGGEIAHDGAGKTVAERIRAATAGLLEKAGR
VGERLRGMADDVWSYATGERGAERARHGLEQAGAEFERAAAPVVTRLNVIEAHREQERAAQHQKA
LELERSQRQRTYNGPSL"
complement(160..375)
/gene="mobD"
complement(160..375)
/gene="mobD"
/codon_start=1
/product="mobilization protein MobD"
[translation="MTELEKQLLSALEQLQQDYSKRLDEWENAFAEWRTMSGLMQREN
AALSERVTGLSRQVQSLSEQLRRLSQG"
complement(379..864)
/gene="mobB"
complement(379..864)
/gene="mobB"
/codon_start=1
/product="mobilization protein MobB"
/translation="MNSLLTLAKDLEQKSKAQQQSTGEMLKAAFSEHEKSVRAELSES
EKRISAAILDHDRKLSSAMSQRTKGMVRMVSQTWLTIVLVSTLLTASGASILWWQGQQ



gene

CDS

ILDNYTIREQKSTQAMLSERNSGVQLSTCGEQRRRCVRVNPEAGRFGEDSSWMILAG
K"
complement(1542..1865)
/gene="mobC"
complement(1542..1865)
/gene="mobC"
/codon_start=1
/product="mobilization protein MobC"
[translation="MLTMWVTEDEHRRLLERCDGKQLAAWMRQTCLDEKPARAGKLPS
ISPALLRQLAGMGNNLNQIARQVNAGGGSGHDRVQVVAALMAIDAGLERLRHAVLEKG
ADDDR"

misc_feature 1911..2191

oniT
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misc_feature 2033..2034
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-10_signa
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CDS
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CDS
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CDS
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2488
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complement(2489..2841)
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|  2661..2666
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|  2685..2690
/gene="RNA I"
| complement(2813..2818)
/gene="RNA II"
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/gene="RNA II"
complement(3076..3471)
/gene="orf1"
complement(3076..3471)
/gene="orfl1"
/note="unknown function"
/codon_start=1
/product="hypothetical protein Orf1"
ftranslation="MSPSIIMKHTFNSLRWLVSAINQLVGGLVRCCSLLSINKLPLKF
ARLSCTSFIVTLCLLVSLSSIYLLITIVIFHDAPAFVVKLDLLYIQNLHLSILSSVGR
VIVCFFVYTATERKLRFLCFWPIAVGYER"
3745..4113
/gene="orf2"
3745..4113
/gene="orf2"
/codon_start=1
/product="hypothetical transcriptional regulator Orf2"
[translation="MKTTSEFARDAQKWDDRELGASEDHVEVASMAEMSAFNDALSLQ
AISIRLQKNLVSDLKSIAESYGIGYQPMVRDLLQRFVIAEKKQALRRELDKLNEREEM
HQQEDTVPVDQFIESIRKQA"
4162..4165
4172..4849
/gene="aac(6")-1b-cr4"
4172..4849
/gene="aac(6')-1b-cr4"
/codon_start=1
/product="aminoglycoside 6'-N-acetyltransferase type
Ib-cr, AAC(6")-1b-cr4"
ftranslation="MSLKPGPKRIAESTGQPDQRQRDNKKTPGNTDKLGITKYSIVTN
STDSVTLRLMTEHDLAMLYEWLNRSHIVEWWGGEEARPTLADVQEQYLPSVLAQESVT
PYIAMLNGEPIGYAQSYVALGSGDGRWEEETDPGVRGIDQLLANASQLGKGLGTKLVR
ALVELLFNDPEVTKIQTDPSPSNLRAIRCYEKAGFERQGTVTTPYGPAVYMVQTRQAF
ERTRSDA"

misc_recomb  4844..4915
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/note="attC site"
5341..5892

/gene="orf3"
5341..5892

/gene="orf3"



/codon_start=1
/product="hypothetical macrophage stimulating factor
Orf3"
ftranslation="MKDMKAVVVFTGKDLNIMRTEGGSGYWHARTDRLNDADYLIAVR
NRRETWAVKDLEHGTAFLIAKITGCFKSPDYDDRNVITFDEYAEIHTPKAWKMLTDGQRYPVAYL
SAQEAFLRIGVTPEQLEWKKFHPSSPSVPNTVIPGLAEEKTEKLSLNEAIERAKKDISNATGIDS
SAITISIKI"

BASE COUNT 1549 a 1570c 14579 1355t

ORIGIN

1 actgaacctg tacgccagaa acagcaagcc catgcttttc cggcgcacag attcaaagtg
61 acggaccgtt gtacgttcgc tgtcgctgag atcgttccag ctccagcegct ttctgatgcet
121 gcgecgcececg tteetgetca cgatgtgect ctatcacgtt cagecttgtg acaaccggceg
181 cagctgctcg ctcaaactct gcacctgect getcaagcecce gtgacgcgct cgctcagege
241 cgcgttctee cgttgcataa gaccagacat cgtccgecat tccgcgaagg cgttctccca
301 ctcgtccagc cttttcgagt agtcctgetg tagctgcetct aatgcgetca gcaactgttt
361 ttccagctcc gtcatgtgct atttccccge cagtatcatc cagcetcgaat cetctccgaa
421 ccgtceegct tccgggttca cecctcacgca geggegtcte tgetctccge aggtcgagag
481 ctgcacgccg ctgttcetct cggacagceat ggectgegtg ctettetget cccggatgat
541 cgtgtaattg tcgagtatct gctgcccctg ccaccataga atgcttgcge ccgatgetgt
601 cagcagtgta gacaccagga cgatggtcag ccacgtctgg ctgaccatac gcaccatgcc
661 tttcgtgcgce tggctcatgg ctgaggacag cttccggtcg tggtcgagga tggcggegct
721 gattctcttc tcgcetttcge tcagttcege tetgacagac ttetegtget cgetgaatge
781 ggctttcagc atctcgeegg tactctgetg ctgegcttte gatttctget ctaagtectt
841 tgccagcgtt aaaagactgt tcatagatgg ctcecttcag tcggatgttt cgcceecegt
901 ccgggtcggc aatgctgatg ctgctttttg tggtgcgtac cacctcaaaa cctgegcttt
961 ccagcgccte agtgacgtce tggcgggttt tcagetccee ggacgaggct aaggecagta
1021 aaccccgtgt aattgcctga gcggcttect gettegtttt cggcagcgeg gacggegtga
1081 ccagcgcececg ceggttttca ggegegttcg ggtcatgcag ccccagectg cegttcacga
1141 tggtctgcca ggcatcaatg cgcggacggt cggcgeggtce gtaatacggce tggagacgec
1201 tgccagtcag cagctccatg ticgggatca ggaagttcag ctccagccgce cccttatcct
1261 ggtgctcaac ccacagcacg ctgtactggt ctttatcgag tccgggcatc agaacccgtt
1321 caaagctcgc catcagcttt tcgcgetgee cgggeggtaa atccttttcg gcaaaggaca
1381 ggacgccgga tgtgtacttt tttgcgtagg gcgaggcegtc gataagctcc ctgacttett
1441 ccggcttcee ctgcaaaacg gtggcgecgt cgegetgteg gtetticcce agcagataat
1501 ccaccggacc ggcgecaccg ccgegeccte gecgggtgaaa cttaacgatc atcgtctgca
1561 cccttttcca gcacggcatg ccgcagecgce tcgagtccgg catctatgge catcagcgeg
1621 gcgacgacct gcacgcggte gtgcecegetg ccaccaccgg cgttaacctg ccgggeaatc
1681 tggttgaggt tgttccccat gccggcaagce tgacgaagca gcgeccggega gatcgaggga
1741 agcttgccgg cgcgggeggg tttctcgtce aagcacgtct ggegcatcca ggctgcaage
1801 tgtttaccgt cgcagcegttc caacagacgg cggtgctcat cttcggtcac ccacatcgtg
1861 agcattttac tgcgtttgtc tgccaatcca gectecctgat aacgccggga cgggcgggaa
1921 atcttttcce ggtcggegeg gtgttggaca agecgcagge gegtcagtgg ttttagcagg
1981 tttcggggcg cagccctgaa ccagtcacct agcgctageg gagtgtatac tggcttagta
2041 tgttacggcg agatggagat tcaggaaagt gcttcatgtg agagggggaa aatgctgctg
2101 cagggagtag gtgcgaaatg ccggtgtcgg tgacatgacg cctcctecgct cactcggtcg
2161 ctacgctcct gccgtgagac tgcggegggce gttacgggct tacagataac gggatagcaa
2221 gaagtcagga aaggcggaaa aaggatgcgg cgttgccgtt tttccatagg cttcgcccte
2281 ctgacgagct tcacggaaat cagacgatgg ccggtgctca aatcagaagg ggcgaaacct
2341 gacaggactt aaagatcccc accgtttccg atgggtcgct ccctegtgeg ctetectgtt
2401 cccaccgtga ggtttacccg ttgcagaccg ccgtaaggtg gcgttttctc attccctcec
2461 atgcaactgg gttcctgtta ggtggttcgce tccaagctgg actatatgca cgaactccce
2521 gtttagtccg actaccacgt ccgatcaggt aactgttctc ttgattccaa ccctgacgga
2581 cacgacaaat cgccactggc ggtagccaac ggtaactgaa ttacggagcg ggaaagtaca
2641 caatagaaaa atcagagttc ttgaagtgtc accataacta cggctacact ggaaggacag
2701 ttttggttac tgcgctccgt aaaagccagt taccacggtt aaaagatctg ccaggatcat
2761 ttaaccttcg aaaaaccacc tgccagggtg gttttttcgt tttggataga agagattacg
2821 acgactaaca tatgatctca agaagatcct caacttaaga ctgtgccttt ttccttttge
2881 tatccgcagc gcectttageg cgacagccta tccaccacgt ttgaggggct acgttaccge
2941 gtaaatttct aaagccaaat agagtttcaa cttcttgata ggtcgaagcc acgactgggt
3001 ttaatcgaca atcatagtca gcacaatgac atggatgagg caacgctatt gtattgctca
3061 taatttctce tatatctatc tttcataacc aacagcaata ggccaaaagc agagaaaacyg
3121 cagtttcctc tcagtcgctg tatatacaaa aaaacagaca ataaccctac caacgctgga
3181 caaaattgac aagtgtaaat tttgtatata caataaatcc aatttcacaa caaaggccgg
3241 ggcatcatgg aatatgacaa ttgtaatcag taaataaatt gaagataaac taaccaataa
3301 acacaaggta acgataaaag aagtacatga aagccttgcg aattttaaag gcaacttgtt
3361 gatagataac agggagcagc accggactaa tcctccaact aactggttta tcgctgaaac



I

3421 taaccagcgt agagaattaa aagtgtgttt catgattatc gatggcgaca ttcatatcaa
3481 aacagctttc gagccaaacg aattagaacg taaaatctat gctaagcatg gaaagaagac
3541 ggcataacag cgctaaataa gttattattt tgcaagggct tacatgataa gccctigcaa
3601 aaagcttacc tcagcgaaaa aaaacaaaac taaaatgaag ctgaacctga tttctcaaca
3661 tagaagttcc tttcggaact agatcaagca taaaaattgc agctaatcct gatctgcagg
3721 aaacagcacc tagaggtcta tacaatgaaa actaccagtg aattcgcacg tgatgcacag
3781 aaatgggatg atcgagagct cggcgcectct gaggatcacg ttgaagtage atcaatggct
3841 gaaatgtcag ctttcaacga tgcattatca ctgcaagcca tctcaataag attacagaaa
3901 aatcttgtaa gcgatttaaa atcgatagct gaaagctatg gtatcggtta tcaaccaatg
3961 gttagagatc ttctgcaaag atttgttatt gcagaaaaaa aacaagcatt acgtagagag
4021 ttagacaagc ttaatgaacg agaagaaatg catcagcagg aggacacggt tcctgttgat
4081 cagttcattg aaagcataag aaaacaagca taagaaaact taccatctag atacaaagaa
4141 tctcatcatc acgtttaaaa ggaggattac catgagcctt aaacccggac caaaaagaat
4201 tgccgaatcg acggggcaac ctgatcaacg ccaacgcgac aataaaaaga cgcctggaaa
4261 tactgacaag ttaggcatca caaagtacag catcgtgacc aacagcaccg attccgtcac
4321 actgcgcctc atgactgagc atgaccttgc gatgctctat gagtggctaa atcgatctca
4381 tatcgtcgag tggtggggcg gagaagaagce acgcccgaca cttgctgacg tacaggaaca
4441 gtacttgcca agcgttttag cgcaagagtc cgtcactcca tacattgcaa tgctgaatgg
4501 agagccgatt gggtatgcce agtcgtacgt tgctcttgga agcggggacg gacggtggga
4561 agaagaaacc gatccaggag tacgcggaat agaccagtta ctggcgaatg catcacaact
4621 gggcaaaggc ttgggaacca agctggttcg agctctggtt gagttgctgt tcaatgatce
4681 cgaggtcacc aagatccaaa cggacccgtc gccgagcaac ttgcgagega tccgatgcta
4741 cgagaaagcg gggtttgaga ggcaaggtac cgtaaccacc ccatatggtc cagccgtgta
4801 catggttcaa acacgccagg cattcgagcg aacacgcagt gatgcctaac ccttccatcg
4861 agggggacgt ccaagggctg gcgeccttgg ccgeccctea tgtcaaacgt tgaaacccag
4921 taaatcttca ggaaagtaag ttgtcagcaa agcccttcgg ggcttttttt atacctgcag

4981 gtcggcatga tttaccataa caccccttgc ccgcaccgct ccggacggtc agcgtgaaag
5041 cggcgttagc ccggtaaaac cggcagtaaa ctccccgceta aaccgegceat tctgegegtg
5101 ataaatttca cgcgactgca tagccatgca gccacgtgaa tggctcatgc tttcaatgta
5161 tatcctcgtc caagcgcctg ttttaaccgg tttatcaaaa aatcaaacag aaagccttac
5221 cactaacagt aaaagaggta gggggctgta ttttatcgca taaaaaacat ttacaacacg
5281 aattctatcg tatagatttc ataaaaaaat gaaatttact cacctattaa gggtttctat

5341 atgaaagata tgaaagctgt tgtggttttt accgggaagg atttgaacat aatgagaact
5401 gagggggggt caggctactg gcatgccaga acagacaggc tcaacgatgc cgattacctc
5461 atagcagtaa gaaacagaag ggaaacgtgg gcagtaaaag acctagaaca cggcacagca
5521 ttcctgatcg ccaaaattac cgggtgtttt aaaagccctg attacgacga caggaacgtc
5581 ataacctttg atgaatacgc agaaattcac acgccaaaag catggaaaat gctaaccgat
5641 ggtcagcgct atccggttge ttacctgage gcacaggaag cttttttacg tattiggggta
5701 acaccggaac aactggaatg gaagaaattc catccttcat ccccatcggt tcctaataca
5761 gtgattcctg gtctggctga agagaaaaca gaaaaactct cccttaacga ggcaattgaa
5821 agagccaaaa aggatattag caacgcaaca gggattgata gctcagccat aacaataagc
5881 atcaagatct gatgaagcgt gaacaacaag atagcagcct catgttctag a
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Objectives: To characterize the mechanisms implicated in the in vivo selection of quinolone and aminoglycoside
resistance in a faecal Salmonella enterica serovar Typhimurium DT104B strain recovered after ciprofloxacin
treatment of a hospitalized elderly patient with acute gastroenteritis.

Methods: Two Salmonella Typhimurium isolates were obtained before (Se6) and after (Se20) treatment and
they were typed by PFGE and multilocus sequence typing (MLST). Antimicrobial susceptibility was determined
by disc diffusion and agar dilution methods. Class 1, 2 and 3 integrons and resistance mechanisms were
studied by PCR and sequencing. Plasmids were typed.

Results: Both Salmonella Typhimurium strains were resistant to tetracycline, streptomycin and sulphonamides,
while Se20 was also resistant to nalidixic acid, ciprofloxacin, norfloxacin, levofloxacin, ofloxacin, amikacin,
tobramycin, kanamycin and trimethoprim. PFGE and MLST showed a clonal relationship between the strains,
which belonged to the sequence type ST36. Both strains contained the repC-sul2-strA-strB structure
and tet(A) and gnrS1 genes, and strain Se20 also contained the aac(6’)-Ib-cr gene, the Ser83—Tyr
substitution in GyrA and one class 1 integron with the dfrA17+aadA5 gene cassette arrangement lacking
gacEA1+sull. Two different transconjugants from Salmonella Se20 (TCSe20B and TCSe20L) harboured gnrS1
and sul? genes and the class 1 integron. The TCSe20B strain also acquired the aac(6’)-Ib-cr gene located
on a non-typeable plasmid. gnrS1 was identified on a ColE-type plasmid and the class 1 integron on an
IncI1-type plasmid.

Conclusions: This is the first report of in vivo selection of the aac(6’)-Ib-cr gene and the Ser83—Tyr change in
GyrA in a gnrS1-positive Salmonella Typhimurium strain after ciprofloxacin treatment; the in vitro transfer of
both plasmid-mediated quinolone resistance genes was also demonstrated.

Keywords: plasmid-mediated quinolone resistance mechanisms, class 1 integrons, multilocus sequence typing, plasmids

Introduction

Salmonella is an important zoonotic pathogen and salmonellosis
constitutes a public health problem worldwide. Fluoroguinolones
are one of the alternative treatments for invasive infections
caused by Salmonella in adult patients. The emergence of anti-
microbial resistance involves some therapeutic failures or restric-
tions in the use of antimicrobial agents. However, high-level
fluoroquinolone resistance is relatively uncommon in Salmonella,
probably due to a prohibitive fitness cost for the bacteria.*

The classical chromosomally encoded mechanisms of resist-
ance to quinolones in Enterobacteriaceae were associated

with modifications in the quinolone targets (DNA gyrase and
DNA topoisomerase IV subunits), outer membrane impermeabil-
ity and overexpression of efflux pump systems. However,
plasmid-mediated quinolone resistance (PMQR) mechanisms
have been recently described:>~> quinolone target protection
by Qnr proteins; modification of some fluoroquinolones by an
acetyltransferase [AAC(6)-Ib-cr]; and active efflux pumps QepA
or OgxAB.

The objective of this study was to characterize the mechanisms
implicated in the in vivo selection of quinolone and aminoglycoside
resistance in a clinical Salmonella enterica serovar Typhimurium
strain after fluoroquinolone treatment.
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Materials and methods

Bacterial strains

Two isolates (Se6 and Se20) of Salmonella Typhimurium DT104B were
recovered from faecal samples of an elderly patient who was admitted
to a Spanish hospital with acute gastroenteritis in 2008. The isolates
were obtained before ciprofloxacin antimicrobial therapy (isolate Se6)
and after this treatment (isolate Se20) that the patient received for
7 days.

Antimicrobial susceptibility testing

Susceptibility to 23 antimicrobial agents (ampicillin, amoxicillin/
clavulanate, cefalotin, cefazolin, cefoxitin, cefotaxime, ceftazidime, imipe-
nem, streptomycin, kanamycin, tobramycin, gentamicin, amikacin,
nalidixic acid, norfloxacin, ciprofloxacin, chloramphenicol, tetracycline, fos-
fomycin, rifampicin, trimethoprim/sulfamethoxazole, sulphonamides and
fusidic acid) was determined by the disc diffusion method.® MICs of nali-
dixic acid, ciprofloxacin, levofloxacin, ofloxacin, norfloxacin, gentamicin,
tobramycin, kanamycin, streptomycin and trimethoprim were also deter-
mined by the agar dilution method.®

Detection of antimicrobial resistance genes

The presence of the gnrA, gnrB, gnrS, aac(6’)-Ib and gepA genes was
determined by PCR and sequencing, as well as the genetic environment
of the gnrS gene. For this last purpose, specific primers were designed
according to reported surrounding structures.”® The gyrA and parC
genes were amplified by PCR, sequenced and compared with those pre-
viously reported (GenBank accession numbers X78977 and AE008846 for
gyrA and parC genes, respectively).

The genes associated with resistance to tetracycline (tet), sulphona-
mides (sul), trimethoprim (dfrA) and aminoglycosides [aadA, strA-strB,
aph(3’), rmtB and armA] were studied by PCR [see Table S1, available
as Supplementary data at JAC Online (http:/jac.oxfordjournals.org/)].
Positive controls were included in all PCR assays.

The presence and characterization of class 1, 2 and 3 integrons were
analysed by PCR and sequencing, as well as the polymorphisms of the
promoter (Pc) responsible for class 1 gene cassette expression.

The primers used in all of these PCRs are included in Table S1.

Clonal relationship and molecular typing

The clonal relationship of the Salmonella isolates was examined by PFGE,
using Xbal and Spel enzymes (New England Biolabs Inc., USA), and con-
ditions of 6 V/cm for 23 h at 14°C with pulse time ranging from 1 to 30 s.
Multilocus sequence typing (MLST) was performed for the Salmonella
Typhimurium isolates according to web site database recommendations
(http://mlst.ucc.ie/mlst/dbs/Senterica).

Mating experiments

A filter mating method was performed using Escherichia coli CSH26
(rifampicin resistant) as the recipient strain and Salmonella Typhimurium
isolates Se6 and Se20 as the donors. Overnight cultures of donor and
recipient strains were mixed together [1:10 (v/v)] on a membrane filter
and incubated at 37°C for 24 h. After washing the filter with 1 mL of
brain heart infusion (BHI), 0.1 mL of the mixture was spread onto selec-
tive BHI agar plates containing rifampicin (100 mg/L) plus ciprofloxacin
(0.5 mg/L). PFGE was used to compare the transconjugant, donor and
recipient patterns.

Identification and typing of plasmids

Plasmids were classified with regard to incompatibility groups by the
PCR-based replicon typing (PBRT) scheme.’ Plasmids belonging to incom-
patibility group I1 (IncI1) were subtyped by plasmid MLST (pMLST) (see
Table S1).

Plasmid DNA hybridization analysis

Genomic DNA digestion with S1 nuclease (Takara Inc., Japan) and sub-
sequent PFGE analysis were performed to determine the number and
size of the plasmids. S1-PFGE nuclease gels were analysed by Southern
blot hybridization using gnrS1, aac(6’)-Ib-cr, intl1, aadA>5, sul2, strB,
tet(A) and IncI1 probes (PCR Dig Probe Labelling Mix; Roche Applied
Science, Barcelona, Spain).

Results and discussion

An elderly patient was admitted to hospital with acute gastroen-
teritis, and a Salmonella Typhimurium DT104B (Se6 isolate) was
recovered from a faecal sample. The patient was treated for
7 days with ciprofloxacin, but in vivo selection of quinolone resist-
ance was observed in the Se20 isolate recovered post-treatment.
PFGE and MLST analysis showed that the two isolates were clon-
ally related and belonged to ST36. This sequence type is a single-
ton, which until June 2010 included six strains, all of them
Typhimurium, of the 3176 strains (438 Salmonella Typhimurium)
publicly available in the database (http:/mist.ucc.ie/mlst/dbs/
Senterica).

Characterization of antimicrobial resistance genes

The antimicrobial resistance phenotypes of Se6 and Se20 are
shown in Tables 1 and 2. The Se6 strain presented diminished
susceptibility to ciprofloxacin, levofloxacin, norfloxacin and
ofloxacin (MIC 0.5-2mg/L) and intermediate resistance to
nalidixic acid (MIC 16 mg/L), and Se20 was resistant to nalidixic
acid (MIC >512 mg/L) as well as to all tested fluoroquinolones
(MICs 8-32 mg/L) (Table 1). The presence of the gnrS1 gene was
detected in both strains, whereas the Se20 strain additionally
contained the aac(6’)-Ib-cr gene and the Ser83— Tyr substitution
in GyrA, which explains the differences in quinolone and aminogly-
coside resistance between the two strains (Tables 1 and 2).

An ISEcl? (IS3 family) partial sequence and the genes encod-
ing the mobilization proteins MobA, MobB and MobC were
detected upstream of the gnrS1 gene, similar to the pTPgnrS-1a
plasmid structure.” On the other hand, downstream of the gnrS1
gene, an incomplete Tn5058-related resolvase gene was
detected, as well as a segment of ~2000 bp that presented
high identity with plasmids pTPgnrS-1a and pS5-1.”%

No association between QnrS-like determinants and plasmid-
mediated cephalosporinases has yet been reported.” In our
work, this fact was confirmed because both Salmonella strains
were neither resistant to B-lactams nor amplified possible silent
bla genes (data not shown). Although the gnr genes confer low-
level quinolone resistance, the clinical importance of these
genes is that their presence contributes to a final higher quinolone
resistance level and may help in the selection of resistant
strains.”” Indeed, in an in vivo study,'® a susceptible gnrA1-
producing E. coli strain developed amino acid substitutions in
GyrA and ParC proteins and therefore high-level quinolone
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Table 1. MICs of various antimicrobial agents for Salmonella Typhimurium Se6 and Se20 strains, as well as for Se20 transconjugants and for the

recipient strain

MIC (mg/L)
Strains NAL CIP LVX NOR OFX GEN KAN TOB STR T™MP
Se6 16 0.5 1 2 2 2 4 1 >512 1
Se20 >512 8 8 32 16 1 128 32 >512 >128
TCSe20B 16 2 2 16 2 0.5 128 32 8 >128
TCSe20L 16 1 2 2 2 0.5 4 1 8 >128
Recipient 4 0.015 0.06 0.125 0.125 0.5 2 0.5 8 0.5

NAL, nalidixic acid; CIP, ciprofloxacin; LVX, levofloxacin; NOR, norfloxacin; OFX, ofloxacin; GEN, gentamicin; KAN, kanamycin; TOB, tobramycin; STR,

streptomycin; TMP, trimethoprim.

Table 2. Resistance mechanisms detected in Salmonella Typhimurium Se6 and Se20 and transconjugants of Se20

Plasmid type (size)/gene probes that

Strain Phenotype of resistance Mechanisms of resistance® hybridized

Seb NALP, STR, TET, SUF, FUS gnrS1, tet(A), strA, strB, sul2 NT (194 kb)/tet(A), sul2, strB
ColEyp (9 kb)/gnrS1
NT (8 kb)/tet(A), sul2, strB

Se20¢ NAL, CIP, NOR, AMK, TOB, KAN, STR, TET, SXT, SUF, qnrS1, aac(6’)-Ib-cr, tet(A), strA, strB, NT (194 kb)/tet(A), sul2, strB

TMP, FUS sul2, S83Y (GyrA substitution) Incl1 (ST3, 97 kb)/aadA5, intl1, sul2

ColErp (9 kb)/gnrS1
NT (8 kb)/tet(A), sul2, strB
NT (6 kb)/aac(6’)-1b-cr

TCSe20B° NALP, CIP®, NORP, AMK, TOB, KAN, SXT, SUF, TMP qnrS1, aac(6')-Ib-cr, sul2 Incll (ST3, 97 kb)/aadA5, intl1, sul2
ColEy, (9 kb)/gnrS1
NT (6 kb)/aac(6’)-Ib-cr

TCSe20L® NALP, SXT, SUF, TMP gnrS1, sul2 Incl1 (ST3, 97 kb)/aadA5, intI1, sul2

ColErp (9 kb)/gnrS1
NT (6 kb)/ND

STR, streptomycin; TET, tetracycline; SUF, sulphonamides; FUS, fusidic acid; NAL, nalidixic acid; CIP, ciprofloxacin; NOR, norfloxacin; AMK, amikacin; TOB,
tobramycin; KAN, kanamycin; SXT, trimethoprim/sulfamethoxazole; TMP, trimethoprim; NT, plasmids that were not typeable; ND, none of the specific

tested probes hybridized in this plasmid.

9Genes detected by PCR, not included in the integron structure, and substitutions in GyrA.
®The resistance to these antimicrobial agents was classified in the intermediate resistance category.
“These strains showed a class 1 integron harbouring dfrA17+aadA5 genes in their variable region.

resistance, after a patient was treated with norfloxacin for 5 days.
In our work, although the gnrS1-harbouring Se6 strain is not a
hypermutable strain (data not shown), the post-treatment Se20
strain acquired not only the Ser83— Tyr substitution in GyrA but
also the aac(6’)-Ib-cr gene. This gene encodes an aminoglycoside
acetyltransferase AAC(6)-Ib variant that confers resistance to
tobramycin, amikacin and kanamycin, and also to ciprofloxacin
and norfloxacin.”> To our knowledge this is the first report in
which an in vivo selection of aac(6’)-Ib-cr is described, even in a
gnrS1-harbouring Salmonella strain.

The presence of other resistance genes was also studied in
the Se6 and Se20 strains. The tet(A), strA-strB and sul? genes
implicated in resistance to tetracycline, streptomycin and

sulphonamides, respectively, were found in both Salmonella
strains. The genetic environment of the sul?2 gene contained
the repC+sul2+strA—strB structure, as previously described.'!
In addition, the Se20 strain contained a class 1 integron
lacking gacEA1+sull genes with the dfrA17+aadA5 gene cas-
sette arrangement (Table 2). The Pc promoter implicated in
their transcription was the Pc hybrid 1 (PcH1).

Transfer of resistance and plasmid characterization

Two different transconjugants (TCSe20B and TCSe20L) were
obtained from Salmonella Se20. Nevertheless, conjugation
experiments were negative for the Se6 donor. Both Se20
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transconjugants harboured the gnrS1 and sul2 genes, as well as
the class 1 integron (dfrA17+aadA>5) (Table 2). In addition, only
the TCSe20B strain showed the aac(6’)-Ib-cr gene. This difference
between TCSe20B and TCSe20L was also evident when the phe-
notypes of resistance to ciprofloxacin, norfloxacin, levofloxacin,
ofloxacin, amikacin, kanamycin and tobramycin were compared
(Tables 1 and 2). The horizontal transfer of only the gnrS1
gene increased the MICs of nalidixic acid, ciprofloxacin,
levofloxacin, norfloxacin and ofloxacin by 4-, 67-, 33-, 16- and
16-fold, respectively, as shown in the values obtained for strain
TCSe20L, which were similar to those for Se6 (Table 1). The trans-
conjugant TCSe20B contained the gnrS1 and aac(6’)-Ib-cr genes
and had increased MICs of nalidixic acid, ciprofloxacin, levofloxa-
cin, norfloxacin, ofloxacin, kanamycin and tobramycin by 4-,
133-, 33-, 128-, 16-, 64- and 64-fold, respectively. As expected,
the presence of the aac(6’)-Ib-cr gene in TCSe20B had no
effect on the MICs of levofloxacin and ofloxacin, which were
similar to those for Se6 or TCSe20L strains. On the other hand,
although the donor Se20 presented both PMQR genes, the
MICs of nalidixic acid and all the tested fluoroquinolones were
higher than those for TCSe20B due to the presence of the
Ser83—Tyr substitution in GyrA. The additive effect of these
different mechanisms of resistance to quinolones and fluoroqui-
nolones is clearly observed in this work, as previously reported by
other authors.”**

The genetic structure surrounding the gnrS1 gene detected
in both transconjugants was identical to that of the donor;
however, the sul?2 gene was not associated with the strA-strB
genes. This last fact could suggest the presence of more than
one sul? copy in the donor strain, with at least one of them
located in a conjugative plasmid.

In order to determine the plasmid content in Se6, Se20 and
the two transconjugant strains, PBRT and S1-PFGE methods
were applied. Table 2 shows the number and size of the plasmids
detected, and also the gene probes that hybridized by Southern
blotting.

The specific ColEy, amplification was positive for both donors
and for both transconjugant strains, in which not only was the
collinearity of the gnrS1 gene with the ColEr, oriV demonstrated
but also the gnrS1 gene probe hybridized with plasmids of the
same size (9 kb) (Table 2). These results indicate the localization
of the gnrS1 gene on small pTPgnrS-1a-like plasmids that are not
self-conjugative, but which can be mobilized by other co-resident
plasmids.” ~°

Curiously, both Se6 and Se20 strains presented two non-
typeable plasmids of 194 and 8 kb to which the tet(A), sul?
and strB gene probes hybridized, but none of them was trans-
ferred by conjugation (Table 2). On the other hand, the difference
between the initial Se6 strain and the post-treatment Se20 strain
was the presence of a non-typeable small plasmid, which har-
boured the aac(6’)-Ib-cr gene, and of another IncI1 plasmid,
which contained the class 1 integron (intI1+dfrA17+aadA5)
and the sul2 gene not associated with strA-strB. These two
plasmids might have been transferred to the Se6 strain from
other intestinal bacteria during the treatment of the patient,
although we cannot discard that both Se6 and Se20 strains
were already present in the patient’s gut, and Se20 was selected
by the treatment. In any case, the in vitro mating experiments
demonstrated that the IncIl plasmid was transferred from
Se20 to the recipient strain, and it could participate in the

mobilization of ColEqp-gnrS1 and even of aac(6’)-Ib-cr-harbouring
plasmids, as was shown with the TCSe20B transconjugant. The
absence of the IncI1 plasmid in the Se6 strain could explain
the absence of transconjugants from this strain.

In summiary, this is the first report of in vivo selection of the
aac(6’)-1b-cr gene and the Ser83—Tyr change in GyrA in a gnrS1-
positive Salmonella Typhimurium DT104B strain after ciprofloxacin
treatment. The in vitro transfer of both PMQR genes was also
demonstrated. The presence of PMQR genes in Salmonella strains
plays a significant role in the generation of resistant mutants
and therapeutic failure, and the localization of these genes on
different plasmid backbones may facilitate their rapid dissemina-
tion even in other bacterial genera of clinical significance.
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Genetic characterization of the mechanisms
of resistance to amoxicillin/clavulanate and
third-generation cephalosporins in Salmonella
enterica from three Spanish hospitals
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Summary. The mechanisms of antimicrobial resistance were characterized in 90 Salmonella enterica isolates either resist-
ant or with intermediate resistance to amoxicillin/clavulanate (AMC®") or resistant to third-generation cephalosporins (C3G®).
These isolates were recovered in three Spanish hospitals during 2007-2009. The C3G® phenotype was expressed by three iso-
lates that carried the following extended-spectrum B-lactamase genes: phage-associated bla .y .o 1 S. Virchow, blaq y 14
surrounded by ISEcp/ and I1S903 in S. Enteritidis, and bla .y, s linked to ISEcp! and orf477 in S. Gnesta (first description
in this serotype). The AMCY" phenotype was found in 87 isolates (79 S. Typhimurim, 7 S. Enteritidis, and one S. Thompson).
The bla,g, , gene, followed by bla,,, , was mostly found among S. Typhimurim, and the bla,,, gene among S. Enteritidis.
Three different gene combinations [bla,, , TfloR+aadA2+sul+tef(G); bla .y, ,FcatA+aadAl/strA-strB+sul+tet(B) and bla,, +
cmlA 1+aadA/strA-strB+sul+tet(A)/tet(B) genes] were associated with the ampicillin-chloramphenicol-streptomycin-sulfon-
amides-tetracycline phenotype in 68 AMCR! S. enterica isolates. Class 1 integrons were observed in 79% of the isolates and
in most of them (45 isolates) two integrons including the aadA2 and bla,, , gene cassettes, respectively, were detected. The
bla,y, +taadAl arrangement was detected in 23 isolates, and the aac(6')-Ib-cr+blay, ,+catB3+arr3 in another one. Non-classic
class 1 integrons were found in three isolates: dfidl2+orfF+aadA2+cmiAl+aadAl (1 isolate), dfrAl2+orfF+aadA2+
cmlA I+aadA 1+qacH+1S440+sul3 (1 isolate) and dfi-A12+orfF+aadA2+cmiA l+aadAl+qacH+1S440+ sul3+orfl+mef(B)A-1S26
(1 isolate). Taken together, these results underline the need for clinical concern regarding -lactam resistance in Sa/monella
and thus for continuous monitoring. [Int Microbiol 2011; 14(3):173-181]

Keywords: Salmonella enterica - B-lactam-resistance - integrons - extended-spectrum f-lactamases (ESBL)

Introduction 150,000 cases of human salmonellosis were reported by The
European Surveillance System during 2007 [8]. Salmonella

Salmonella enterica is the second most frequent cause of Enteritidis and Salmonella Typhimurium are two of the ten

zoonotic diseases in humans in Europe, and more than mOst common serotypes confirmed in salmonellosis cases in
humans, representing 81% of the isolates [8]. S. Typhi-

murium is frequently associated with multidrug resistance
[3,26], in part due to the worldwide emergence of S. Typhi-
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fonamides, and tetracycline) [16]. Although S. Typhimurium
DT104 is the main example of multiresistance in S. enterica,
many antimicrobial resistance genes have been reported also
in isolates of other serotypes [14].

Non-typhoidal Salmonella infections generally result in
mild-to-moderate self-limiting gastroenteritis, and antimi-
crobial treatment is only required in severe cases occurring
in vulnerable patient groups or to combat invasive infec-
tions. However, due to the increasing resistance of this bac-
terium to the conventional antimicrobial agents (ampicillin,
and trimethoprim/sulfamethoxazole) used in the treatment
of salmonellosis, amoxicillin/clavulanate, third-generation
cephalosporins, and fluoroquinolones have become further
treatment options. Resistance to B-lactams in S. enterica is
mainly due to the production of acquired -lactamases [14].
Among these, TEM-1, PSE-1, and OXA-1 have been
described as the enzymes most frequently related to ampi-
cillin and amoxicillin/clavulanate resistance [3,11]. The
resistance of Salmonella to third-generation cephalosporins
is primarily mediated by the production of extended-spec-
trum B-lactamases (ESBL) of the TEM, SHV, and CTX-M
types, which are associated with different mobile genetic
elements [11,14]. ESBL have been described not only in
clinical Sal/monella isolates but also in isolates from animals
and food [6,21].

Mobile genetic elements such as plasmids and trans-
posons, possibly containing integrons, are able to dissemi-
nate antimicrobial resistance by horizontal transfer in
Enterobacteriaceae. Integrons are genetic elements that cap-
ture and incorporate gene cassettes by using a site-specific
recombination mechanism [4]. Thus far, class 1 and, less fre-
quently, class 2 integrons have been reported for S. enterica
[4]. Class 1 integrons contain a 5'-conserved segment (5'-CS)
that includes the integrase int// gene, the a#t/] recombination
site, and the Pc promoter. It is followed by a variable region
where one or more gene cassettes are located. This class of
integrons also contains a 3'-conserved segment (3'-CS) that
includes the su/l and gacEA1 genes, which encode resistance
to sulfonamides and ammonium quaternary compounds,
respectively [4].

In recent years, resistance to amoxicillin/clavulanate
among S. enterica isolated from different Spanish hospitals
has become increasingly widespread, accompanied by the
emergence of ESBL-producing isolates, detected in human
samples. Consequently, there are fewer therapeutic options
for the treatment of S. enferica infections, placing these
patients at greater risk of serious morbidity and even death.

The aim of the present work was to characterize the mecha-
nisms of resistance to B-lactams and other antimicrobial
agents as well as the integrons in all amoxicillin/clavulanate-
resistant, intermediately resistant (AMCR®"), and third-gener-
ation cephalosporin-resistant (C3G®) S. enterica isolates
recovered in three Spanish hospitals during the period
2007-20009.

Materials and methods

Isolates and antimicrobial susceptibility testing. In this
study, 90 S. enterica isolates with the AMC®' phenotype (87 isolates) or the
C3G® phenotype (3 isolates) were recovered in three Spanish hospitals locat-
ed in geographically distinct areas: Hospital General Universitario Gregorio
Maraiién of Madrid (HGM, 39 isolates), Hospital San Pedro of Logrofio
(HSP, 36 isolates), and Complejo Hospitalario of Pontevedra (CHP, 15 iso-
lates). AMC? and C3G® phenotypes were detected in 12-23% and <1%,
respectively, of all S. enterica isolated in the three hospitals. The 90 isolates
were recovered from fecal (73 isolates), blood (2 isolates), urine (1 isolate)
and other (14 isolates) samples from different patients during 2007 (29 iso-
lates), 2008 (34 isolates), and 2009 (27 isolates). The serotypes of these iso-
lates were as follows: S. Typhimurium (79 isolates), S. Enteritidis (8 isolates,
one of them C3GR), S. Virchow (1 isolate, C3G®), S. Gnesta (1 isolate,
C3GY), and S. Thompson (1 isolate).

Susceptibility testing to 20 antimicrobial agents (ampicillin, AMC,
cefalotin, cefazolin, ceftazidime, cefotaxime, aztreonam, cefoxitin, gentam-
icin, tobramycin, kanamycin, amikacin, streptomycin, nalidixic acid,
ciprofloxacin, tetracycline, chloramphenicol, sulfonamides, trimethoprim,
trimethoprim/sulfamethoxazole) was performed by the disc-diffusion [5]
and microdilution methods (MicroScan Combo Neg panels, Siemens,
Sacramento, CA, USA) according to the Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI) guidelines. The AmpC phenotype was determined by com-
parison of the inhibition zone of cefoxitin discs (30 pg) in the presence or
absence of cloxacillin (200 pg) [29]. The ESBL phenotype was determined
using the double-disc synergy test with cefotaxime, ceftazidime, and aztre-
onam discs placed in the proximity of the AMC disc [13].

Detection of antimicrobial resistance genes. The presence of
genes implicated in the resistance to B-lactams (bla,, blagy, blacy .,
bla,,, , and bla,g ), and the bla_, ,, genetic environment was detected by
PCR and sequencing [7,17,31]. In addition, multiplex PCR for the detection
of plasmidic AmpC-type [B-lactamases was carried out [20].

Tetracycline [tet(A)-tet(E),tet(G)], aminoglycoside [aadA, strA-strB,
aac(3)-1, aac(3)-11, aac(3)-1V, ant(2"), aph(3')-la, aph(3')-1la, rmtB, armA
and aac(6')-1b], sulfonamides [su/l, sul2 and sul3], trimethoprim [dfr4],
chloramphenicol [cmlA, catd and floR], and quinolone [gnrd, gnrB, gnrS
and gepA] resistance genes were studied by PCR and sequencing [7,24,27].
The genetic enviroments of the su/l, sul2, and sul3 genes were determined
as previously reported [32].

Detection and characterization of integrons. The presence of
class 1, 2, and 3 integrase-encoding genes and of the 3'-CS of class 1 inte-
grons, qacEAl+sull, was analyzed by PCR. The variable regions of these
integrons were PCR-amplified and subsequently sequenced to determine
their gene cassette arrangements [24].
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Results

Antimicrobial susceptibility in Salmonella
enterica isolates. Table 1 shows the antimicrobial sus-
ceptibility of the 90 AMC®" or C3GR S. enterica isolates
included in this study. The S. Typhimurium isolates were
highly resistant to sulfonamides (100%), tetracycline (91%),
chloramphenicol (86%), and streptomycin (80%). Aminogly-
cosides resistance was found only among isolates of serotype
S. Typhimurium. All isolates studied were susceptible to
amikacin, cefoxitin and ciprofloxacin. A multiresistant phe-
notype (resistant to at least three different antimicrobial agent
families) was observed among 100% of the S. Typhimurium
and 12.5% of the S. Enteritidis isolates. Two S. Typhimurium

isolates had a heptaresistant phenotype that included the
ACSSuT phenotype in addition to resistance to trimethoprim
and gentamicin or nalidixic acid (ACGSSuTTm and
ACSSuTTmN, respectively).

The AmpC phenotype was not identified among the iso-
lates tested. However, the ESBL phenotype was determined in
three of them and corresponded to one isolate each of S. Ente-
rica, S. Virchow, and S. Gnesta serotypes (Table 1). All three
were resistant to cefotaxime, while S. Gnesta isolate was also
resistant to ceftazidime and aztreonam.

Antimicrobial resistance genes. Tables 2 and 3 list
the resistance genes detected in the 90 S. enterica isolates,
according to serotype. The most frequent B-lactamase gene
identified among the AMC®"isolates was bla, ,, detected in

Table 1. Number of AMC® or C3G® of Salmonella enterica isolates resistant to antimicrobial agents. The isolates were of different serotypes and obtained

from three Spanish hospitals

Antimicrobial agent* S. Typhimurium S. Enteritidis S. Virchow S. Gnesta S. Thompson All S. enterica
(n=179) (n=28) (n=1) (n=1) (n=1) tested (n = 90)
AMC? 79 7 0 0 1 87
Cefalotin 7 1 1 1 0 10
Cefazolin 9 1 1 1 0 12
Ceftazidime 0 0 0 1 0 1
Cefotaxime 0 1 1 1 0 3
Aztreonam 0 0 0 1 0 1
Gentamicin 1 0 0 0 0 1
Tobramycin 1 0 0 0 0 1
Kanamycin 2 0 0 0 0 2
Streptomycin 63 0 0 0 0 63
Nalidixic acid 17 2 1 0 0 20
Tetracycline 72 1 1 0 1 75
Chloramphenicol 68 0 0 0 1 69
Sulfonamides 79 3 1 1 1 85
Trimethoprim 5 0 0 0 0 5
SXT¢ 5 1 0 0 0 6
ESBL phenotype 0 1 1 1 0 3

“All the isolates were resistant to ampicillin, but susceptible to cefoxitin, amikacin, and ciprofloxacin.

PAMC: Amoxicillin/clavulanate.
‘SXT: Trimethoprim-sulfamethoxazole.
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Table 2. Antimicrobial resistance genes and the resistance phenotype of Salmonella enterica isolates from three Spanish hospitals

Number of resistant isolates

Resistance genes

S. Typhimurium

Other serotypes Total (n = 90)

B-Lactams (n = 90) bla,g, , 41 - 41
blay, | 23 1 24
bla gy 9 - 15
bla g, . 1 - 1
3blayg,  + blayy, 1 - 1
blag,, + blag., 3 - 3
blaciy o - 1 1
blaciy i - - 1
blag iy apast blagy. - 1 1
No studied bla genes 1 - 2
Tetracycline’ (n = 82) tet(A) 5 _ 5
tet(B) 29 1 30
tet(G) 45 - 45
No studied zet genes - 1 2
Streptomycin® (n = 76) aadAl/aadA2 66 _ 66
str4-strB 5 - 5
aadAl/aadA2+ str4-strB 4 - 4
No studied genes 1 - 1
Gentamicin (n = 1) aac(3)-IV 1 - 1
Kanamycin (n = 2) aph(3')-la 1 - 1
No studied genes 1 - 1
Chloramphenicol (n = 69) floR 44 1 45
cat4 18 - 18
cmilAl 3 - 3
floR + catA 2 - 2
floR + cmlA 1 - 1
Sulfonamides (n = 85) sull 54 - 54
sul2 8 1 9
sull + sul2 14 1 15
sul2 + sul3 1 - 1
sull+ sul2 + sul3 1 - 1
No studied sul genes 1 1 5
Trimethoprim (n = 5) dfrd12 3 - 3
dfirA14 2 - 2

“Seven of the studied isolates with a phenotype of intermediate resistance to tetracycline harbored the fet(G) gene.
"Twelve of the studied isolates with a phenotype of intermediate resistance to streptomycin harbored the aadA1/aadA2 gene.

ceptibility to streptomycin harbored str4-strB genes.

‘bla.

v Variant showed a silent nucleotide change (T—C) at position 735 [28].

Three of the isolates with a sus-
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51.7% of the 87 AMC® isolates including all those belong-
ing to S. Typhimurim. In addition, the gene was associated
with other bla genes in four of these isolates (bla,,,.,, or
blayy, ). The blag,, , gene was identified in 27.6% of the
AMCM isolates (23 S. Typhimurium and 1 S. Thompson),
and only in one case in association with other bla genes. In
addition, the bla,,, , gene was demonstrated in 21.8% of the
AMCM isolates (13 S. Typhimurium and 6 S. Enteritidis) and
associated with other bla genes in three of them. As shown in
Table 2, bla,,,, was the most frequent bla gene in S. Enteri-
tidis isolates.

The B-lactamase genes identified among the three C3G®
isolates with an ESBL-positive phenotype were as follows:
bla 1y \i10. (S Enteritidis), bla. vy, s (S. Gnesta), and bla .y .10
(8. Virchow). In these isolates, the ISEcp-bla . y ;. ,,,-1S903
and ISEcpI-bla .y, s-0rf477 structures were identified. The
bla .. s-positive S. Gnesta isolate also carried a new vari-
ant of the bla,,,
nucleotide change (T—C) at position 735 according to the
Sutcliffe nomenclature [28]. Regarding the bla .y, genetic

B-lactamase gene that showed a silent

environment, the gene’s upstream region included a group of
OREFs (orf2, orf3 and orf4) and a phage-related DNA inver-
tase. Downstream, orf7 was identified. All of the S. enterica
isolates tested were negative for the plasmid-mediated
quinolone resistance genes gnrA, gnrB, gnrS, and gepA.

Integron detection and characterization.
Seventy-one of the 90 isolates (79%) were positive for the
intl] gene, and six different gene cassette arrangements were
determined (Table 3, Fig.1). Class 2 and 3 integrons were
absent. All 45 bla,g, -positive S. Typhimurium isolates
showed two integrons, with variable regions of 1000 and
1200 bp, harboring the aadA2 and bla,g, , gene cassettes,
respectively. The bla,,,, + aadAl gene array was found in
most of the bla,,, -positive isolates (23 of 25), whereas the
S. Thompson isolate showed the aac(6')-Ib-cr+bla,y, +catB3
+arr3 arrangement. Three non-classic class 1 integrons (lack-
ing the 3'-CS) were found in three isolates (Fig. 1).

Genetic environment of sul genes. Of the 90 S. ente-
rica isolates studied, 94.4% were resistant to sulfonamides.
At least one sul gene was detected in 80 of them, and more
than one su/ gene in 17 of them (Table 2). The su/l gene was
associated with class 1 integrons in all 70 sull-positive iso-
lates (Table 3).

The genetic environment of the su/2 gene was determined
in 11 of the 26 sul2-positive S. enterica isolates (42.3%).
Four different structures were demonstrated (number of iso-

lates): repC+sul2+strA-strB+tnpB (6), repC+sul2+strA-
strB+1S26 (2), repC+sul2+strA-strB (1) and sul2 +strAAdfrA14
-strB (2). In these two last isolates, the str4 gene was truncated
by the dfrA14 gene, and a streptomycin-susceptibility pheno-
type was determined in both isolates. The sul3 gene was
associated with the above mentioned non-classic class 1 inte-
grons (lacking the 3'-CS) in the two su/3-positive isolates.

In summary, an ACSSuT phenotype (including intermedi-
ate resistance) was confirmed in 68 S. enterica isolates (all of
them Typhimurium), 15 of which were additionally resistant
to nalidixic acid and three others to trimethoprim (Table 3).
Three general gene profiles were mostly responsible for the
ACSSuT multiresistant phenotype: (i) The bla,. , and aadA?2
genes, located within two class 1 integrons (structure A, Fig. 1),
were associated with the floR, sul and tet(G) genes in 45 of
these isolates. In five of the 45 isolates, one non-classic class 1
integron (dfrd12+orfF+aadA2+cmiAl+aadAl), the bla,,,
gene, and the bla,, , gene were additionally detected (one,
three, and one isolate, respectively). (ii) The bla,, and
aadA ]l (located within a class | integron of structure B, Fig. 1),
catA, sul, and tet(B) gene profile occurred in 20 isolates. The
floR gene was additionally found in two of them. (iii) An
ey CMIAL aadA or strA-strB, sul,
and tet(A) or tet(B) genes was detected in three isolates. In
one of them, the aac(3)-IV and dfrA12 genes were addition-
ally amplified, confirming this S. Typhimurium isolate’s
ACGSSuTTm phenotype (Table 3).

association between bla

Discussion

Antimicrobial resistance in S. enterica is a cause of serious
concern in human medicine. The drugs of choice for the
treatment of complicated salmonellosis are usually ampi-
cillin, amoxicillin/clavulanate, third-generation cephalos-
porins, or fluoroquinolones, but the increasing emergence of
resistance to these antimicrobials limits the therapeutic
choices [9,15,18]. In our study, the AMC®" phenotype was
detected in 12-23% of all S. enterica isolates recovered
from human samples obtained from three Spanish hospitals.
The P-lactamase-related mechanisms implicated in this
AMCM phenotype were the production of the enzymes PSE-1,
OXA-1 and TEM-1, as previously reported in other series
[11]. The high prevalence of bla,, , and bla,,,, observed
among S. Typhimurium and S. Enteritidis isolates, respec-
tively, was also previously reported [3,11,26]. The detection
of more than one -lactamase gene in the same isolate was
infrequent in our study (4 isolates), in contrast to the data
from other studies [3,11].
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Table 3. Phenotypes and mechanisms of resistance detected in the 90 AMC?' and C3GR Salmonella enterica isolates

Phenotype of resistance (number of isolates)*“* Genotype of resistance (number of isolates)* Class 1
integron?
S. Typhimurium (n =79) SUL+TET (1) bl + sul2 + tet(B) (1) -
STR+SULATET (7) blayy, , + aadA + sull + tet(B) (2) (B)

blayy, + strA-strB + sul2 + tet(B) (3) _
bla ., + strA-strB + sul2 + tet(A) (1) _

tet(B) (1) -
STR+SULATET+NAL (1) blay, , + aadA + sull+ tet(B) (1) (B)
SUL+TET+TMP+SXT (1) bla,y, , + strAAdfrA14-strB + sul2+ tet(A) (1) -
CHL+STR+SUL+TET+KAN (2) blayg, ,+ blayy, , + floR + aadA + sull+ tet(G) (1) A)
blayg, , + floR + aadA + sull + tet(G) + aph(3')-1a (1) (A)
CHL+STR+SUL+TET+NAL (14) blayy,, + floR + aadA + sull + tet(G) (10) (A)
blayy, , + floR + catd + aadA + sull + tet(B) (1) (B)
blayy, , + catA + aadA + sull + tet(B) (3) B)
SUL+TET+TMP+SXT+NAL (1) bla gy, T sul2 + tet(A) + strAAdfrA14- strB -
CHLASTR+SULATET+TMP+SXT (1) blag, , + cmlAl + aadA + strA-strB + sul2 + sul3 + tet(A)  (E)
+ dfirdl2
CHLASTR+SUL+TET+TMP+SXT+NAL (1) blayg,, + floR + cmlAl + aadA + sull + tet(G) + dfiA12 (A)+(D)

CHLA+STR+SUL+TET+GEN+TOB+TMP+SXT (1) bla,, ,, + cmlAl + aadA + sull + sul2 + sul3 + tet(A) +  (F)
aac(3)-1V + dfid12

S. Enteritidis (n = 8) None (2) bla g 1, -
NAL (1) - -
TET (1) blargy.y, -
SUL (2) bl -
CTX+NAL (1) blacry 1z -
SUL+SXT (1) bla g 1, -
S. Gnesta (n=1) ATM+CAZ+CTX+SUL (1) blac s T blagy, -
S. Thompson (n = 1) CHLASULATET (1) blayy, , + floR + catB3 + sull+ sul2 + aac(6')-Tb-cr ©
S. Virchow (n = 1) SULATET+CTX+NAL (1) blac y .o+ sul2 + tet(B) + strA-strB -

“Abbreviations: CAZ: ceftazidime, CTX: cefotaxime, ATM: aztreonam, GEN: gentamicin, TOB: tobramycin, KAN: kanamycin, STR: streptomycin, NAL: nalidixic
acid, TET: tetracycline, CHL: chloramphenicol, SUL: sulfonamides, TMP: trimethoprim, SXT: trimethoprim/sulfamethoxazole.

*ACSSuT phenotype is marked in bold letters.

‘Streptomycin resistance genes aadA correspond to aadAl or aadA2.

“Integron structures A-F correspond to those shown in Fig. 1.

Six of these isolates had an intermediate phenotype with respect to tetracycline and nine isolates with respect to streptomycin.

/One of these isolates had an intermediate phenotype with respect to tetracycline and two with respect to streptomycin.

#This integron contained the putative macrolide efflux gene mef(B), truncated by IS26 such that only 256 bp of mef{B) remained.
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(A) B EPZAE N\ S, Typhimurium (45 isolates)
®
© m ________ S. Thompson (1 isolate)
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® S mmnn

S. Typhimurium (1 isolate)

Fig. 1. Gene cassette arrangements among class 1 integrons detected in Salmonella enterica isolates.

The ESBL phenotype in human clinical isolates of S. ente-
rica is of particular interest but in our study it was detected in
<1% of the S. enterica isolates obtained from the three hos-
pitals. ESBL are spreading very rapidly among E. coli and
Klebsiella spp. isolates whereas their frequency among S. ente-
rica isolates is much lower [2,15,18]. The diversity of ESBL
detected among our three ESBL-positive S. enterica isolates
(CTX-M-14, CTX-M-15, and CTX-M-10) is noteworthy as
is the fact that these genes were identified in unusual
serotypes, i.e., S. Gnesta and S. Virchow.

The CTX-M-14 B-lactamase-encoding gene, flanked by
ISEcp1 and IS903 sequences, has been frequently detected in
E. coli isolates of human and animal origin in Spain [6]. In
S. enterica, the first description of this enzyme, in a clinical
isolate of S. Enteritidis recovered in Spain, was that of
Romero et al. [23]. However, the bla..y,.,, gene has been
identified in Sa/monella of different serotypes and in several
countries [2,6,9,18]. The genetic element ISEcp! is a mobile
and mobilizing element that may be implicated in the bla ..
w.is gene mobilization [19]. Similarly, the bla .y, gene,
flanked by ISEcp! and orf477 elements, has been shown to
be disseminated throughout the world and is mostly detect-
ed among E. coli and Klebsiella isolates [6]. In our study, this
enzyme was identified in a S. Gnesta isolate. To our knowledge,

this is the first description of the presence of the CTX-M-15
B-lactamase in S. Gnesta, a serotype uncommonly associated
with human salmonellosis.

The CTX-M-10 enzyme has been described in E. coli,
Enterobacter spp., Klebsiella spp., and S. Virchow isolates in
Spain [6,9,17,21]. In the present work, this enzyme was also
found in a S. Virchow isolate, and the genetic environment of
the bla.,y ., gene was associated with a phage-related ele-
ment, similar to one previously reported [17,21].

The ACSSuT multiresistance phenotype was detected in
68 of the S. Typhimurium isolates. Although this phenotype
is usually associated with the widely distributed chromoso-
mal SGI-1 (contains the bla,; |, floR, aadA2, sul, and tet(G)
genes) [16,30], other gene profiles have also been described
[10,12,22]. Indeed, in our study different resistant genotypes
were determined; the most common one was the SGI-1
linked profile. The association of the blay, ,, catd, [aadAl /
strA-strB], sul, and tet(B) genes, with the bla,, taadAl
arrangement included within a 2000-bp class 1 integron, was
found among 20 S. Typhimurium ACSSuT-resistant isolates.
In addition, the gene profile bla,,, ,, cmlAl, [aadA | strA-
strB), sul and [tet(A) / tet(B)] was identified in three S. Typhi-
murium isolates. In previous studies, these latter two resist-
ance-gene profiles were shown to be located on hybrid self-

Int. Microbiol.
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transferable plasmids, which also contain virulence genes,
such as the pUO-StVR plasmids in S. Typhimurium and the
recently reported pUO-SeVRI1 in S. Enteritidis [10,12,22].
Further studies of our isolates are needed to determine the
plasmid localization of these ACSSuT resistance genes
and/or their possible association with virulence genes.

Class 1 integrons were present in 79% of the 90 isolates
tested. Note the presence of a class 1 integron with the aac(6")
-Ib-crt+blagy, ,
late. While this arrangement has been previously described, it

+catB3+arr3 structure in the S. Thompson iso-

is usually associated with complex integrons containing the
ISCRI elements, double copies of 3'-CS, and gnr genes,
among others (e.g., GenBank accession numbers AJ971343
and AY259086). In addition, non-classical integrons (without
qacEAl+sull genes) were found in three isolates (4%). All
three included the gene cassette organization dfrA12+orfF
+aadA2+cmlAl+aadAl, in two of these three isolates in
association with the gacH+1S440+sul3 structure previously
reported in Salmonella and E. coli [1,25].

In conclusion, bla,, , and bla,, , were the most frequent
bla genes implicated in the AMC®" phenotype in S. Typhimu-
rium, and bla,, , the most frequent in S. Enteritidis. ESBL-
positive isolates, corresponding to non-S. Typhimurium
serotypes, were identified in <1% of the S. enterica isolates
obtained from the three hospitals. Among the three different
ESBL variants detected, ours is the first description of CTX-
M-15 in S. Gnesta. In addition, the frequent association of
the B-lactamase production with nalidixic acid resistance
(22%), which precludes the use of fluoroquinolones in the
treatment of salmonellosis, is a cause for clinical concern and
underlines the need to track the evolution of B-lactamases in
S. enterica isolates.

Acknowledgements. We thank M. Aurora Echeita from the Centro
Nacional de Microbiologia, Instituto de Salud Carlos III, Madrid, Spain, for
serotyping of the isolates. M. de T. is the recipient of a predoctoral fellow-
ship from the Instituto de Salud Carlos III of Spain (MINCINN) (grant num-
ber FI08/00506).

Competing interests. None declared.

References

1. Antunes P, Machado J, Peixe L (2007) Dissemination of su/3-containing
elements linked to class 1 integrons with an unusual 3' conserved
sequence region among Salmonella isolates. Antimicrob Agents
Chemother 51:1545-1548

2. Arlet G Barrett TJ, Butaye P, Cloeckaert A, Mulvey MR, White DG
(2006) Salmonella resistant to extended-spectrum cephalosporins:
prevalence and epidemiology. Microbes Infect 8:1945-1954

3. Biendo M, Laurans G, Thomas D, Canarelli B, Hamdad-Daoudi F,
Rousseau F, Castelain S, Eb F (2005) Molecular characterisation and
mechanisms of resistance of multidrug-resistant human Salmonella
enterica serovar Typhimurium isolated in Amiens (France). Int J Anti-
microb Agents 26: 219-229

4. Cambray G, Guerout AM, Mazel D (2010) Integrons. Annu Rev Genet
44:141-166

5. Clinical and Laboratory Standards Institute (2010) Performance stan-
dards for antimicrobial susceptibility testing: Eighteenth informational
supplement M100-S20. CLSI, Wayne, PA, USA

6. Coque TM, Baquero F, Cantéon R (2008) Increasing prevalence of
ESBL-producing Enterobacteriaceae in Europe. Euro Surveill
13:19044

7. de Toro M, Rojo-Bezares B, Vinué L, Undabeitia E, Torres C, Sdenz Y
(2010) In vivo selection of a aac(6')-Ib-cr and mutations in the gyr4
gene in a clinical gnrSI-positive Salmonella enterica serovar
Typhimurium DT104B strain recovered after fluoroquinolone treat-
ment. J Antimicrob Chemother 65:1945-1949

8. European Food Safety Authority (EFSA) (2009) The Community sum-
mary report on trends and sources of zoonoses and zoonotic agents in
the European Union in 2007. EFSA J 223

9. Gonzalez-Sanz R, Herrera-Leon S, de la Fuente M, Arroyo M, Echeita
MA (2009) Emergence of extended-spectrum f3-lactamases and AmpC-
type B-lactamases in human Salmonella isolated in Spain from 2001 to
2005. J Antimicrob Chemother 64:1181-1186

10. Guerra B, Soto S, Helmuth R, Mendoza MC (2002) Characterization of
a self-transferable plasmid from Salmonella enterica serotype Typhi-
murium clinical isolates carrying two integron-borne gene cassettes
together with virulence and drug resistance genes. Antimicrob Agents
Chemother 46:2977-2981

11. Giierri ML, Aladuefia A, Echeita A, Rotger R (2004) Detection of inte-
grons and antibiotic-resistance genes in Salmonella enterica serovar
Typhimurium isolates with resistance to ampicillin and variable suscep-
tibility to amoxicillin-clavulanate. Int J Antimicrob Agents 24:327-333

12. Herrero A, Mendoza MC, Threlfall EJ, Rodicio MR (2009) Detection of
Salmonella enterica serovar Typhimurium with pUO-StVR2-like viru-
lence-resistance hybrid plasmids in the United Kingdom. Eur J Clin
Microbiol Infect Dis 28:1087-1093

13. Jarlier V, Nicolas MH, Fournier G, Philippon A (1988) Extended broad-
spectrum [3-lactamases conferring transferable resistance to newer f3-
lactam agents in Enterobacteriaceae: hospital prevalence and suscepti-
bility patterns. Rev Infect Dis 10:867-878

14. Michael GB, Butaye P, Cloeckaert A, Schwarz S (2006) Genes and
mutations conferring antimicrobial resistance in Salmonella: an update.
Microbes Infect 8:1898-1914

15. Miriagou V, Tassios PT, Legakis NJ, Tzouvelekis LS (2004) Expanded-
spectrum cephalosporin resistance in non-typhoid Sal/monella. Int J
Antimicrob Agents 23:547-555

16. Mulvey MR, Boyd DA, Olson AB, Doublet B, Cloeckaert A (2006) The
genetics of Salmonella genomic island 1. Microbes Infect 8:1915-1922

17. Oliver A, Coque TM, Alonso D, Valverde A, Baquero F, Canton R (2005)
CTX-M-10 linked to a phage-related element is widely disseminated
among Enterobacteriaceae in a Spanish hospital. Antimicrob Agents
Chemother 49:1567-1571

18. Pardos de la Gandara M, Seral C, Castillo Garcia J, Rubio Calvo C,
Weill FX (2011) Prevalence and characterization of extended-spectrum
beta-lactamases-producing Salmonella enterica isolates in Saragossa,
Spain (2001-2008) Microb Drug Resist 17:207-213



ANTIBIOTIC RESISTANCE IN S. ENTERICA

INT. MicroBIOL. Vol.14, 2011 181

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

Partridge SR (2011) Analysis of antibiotic resistance regions in Gram-
negative bacteria. FEMS Microbiol Rev 35:820-855

Pérez-Pérez FJ, Hanson ND (2002) Detection of plasmid-mediated
AmpC B-lactamase genes in clinical isolates by using multiplex PCR.
J Clin Microbiol 40:2153-2162

Riafio I, Garcia-Campello M, Saenz Y, Alvarez P, Vinué L, Lantero M,
Moreno MA, Zarazaga M, Torres C (2009) Occurrence of extended-
spectrum f-lactamase-producing Salmonella enterica in northern Spain
with evidence of CTX-M-9 clonal spread among animals and humans.
Clin Microbiol Infect 15:292-295

Rodriguez I, Guerra B, Mendoza MC, Rodicio MR (2011) pUO-SeVR1
is an emergent virulence-resistance complex plasmid of Salmonella
enterica serovar Enteritidis. J] Antimicrob Chemother 66:218-220
Romero L, Lopez L, Martinez-Martinez L, Guerra B, Hernandez JR,
Pascual A (2004) Characterization of the first CTX-M-14-producing
Salmonella enterica serotype Enteritidis isolate. J Antimicrob
Chemother 53:1113-1114

Saenz Y, Brinas L, Dominguez E, Ruiz J, Zarazaga M, Vila J, Torres C
(2004) Mechanisms of resistance in multiple-antibiotic-resistant
Escherichia coli strains of human, animal, and food origins. Antimicrob
Agents Chemother 48:3996-4001

Séenz Y, Vinué L, Ruiz E, Somalo S, Martinez S, Rojo-Bezares B,
Zarazaga M, Torres C (2010) Class 1 integrons lacking qacEDeltal and
sull genes in Escherichia coli isolates of food, animal and human ori-
gins. Vet Microbiol 144:493-497

Soto SM, Gonzalez-Hevia MA, Mendoza MC (2003) Antimicrobial
resistance in clinical isolates of Salmonella enterica serotype Enteri-
tidis: relationships between mutations conferring quinolone resistance,
integrons, plasmids and genetic types. J Antimicrob Chemother 51:
1287-1291

27.

28.

29.

30.

31.

32.

Sunde M, Norstrom M (2006) The prevalence of, associations between
and conjugal transfer of antibiotic resistance genes in Escherichia coli
isolated from Norwegian meat and meat products. J Antimicrob
Chemother 58:741-747

Sutcliffe JG (1978) Nucleotide sequence of the ampicillin resistance
gene of Escherichia coli plasmid pBR322. Proc Natl Acad Sci USA
75:3737-3741

Tan TY, Ng LS, He J, Koh TH, Hsu LY (2009) Evaluation of screening
methods to detect plasmid-mediated AmpC in Escherichia coli, Kleb-
siella pneumoniae and Proteus mirabilis. Antimicrob Agents Chemother
53:146-149

Targant H, Ponsin C, Brunet C, Doublet B, Cloeckaert A, Madec JY,
Meunier D (2010) Characterization of resistance genes in multidrug-
resistant Salmonella enterica serotype Typhimurium isolated from dise-
ased cattle in France (2002 to 2007). Foodborne Pathog Dis 7:419-425
Vinué L, Lantero M, Saenz Y, Somalo S, de Diego I, Pérez F, Ruiz-
Larrea F, Zarazaga M, Torres C (2008) Characterization of extended-
spectrum B-lactamases and integrons in Escherichia coli isolates in a
Spanish hospital. ] Med Microbiol 57:916-920

Vinué L, Saenz Y, Rojo-Bezares B, Olarte I, Undabeitia E, Somalo S,
Zarazaga M, Torres C (2010) Genetic environment of sul genes and cha-
racterisation of integrons in Escherichia coli isolates of blood origin in
a Spanish hospital. Int J Antimicrob Agents 35:492-496



Diagnostic Microbiology and Infectious Disease 74 (2012) 426-428

journal homepage: www.elsevier.com/locate/diagmicrobio

Contents lists available at SciVerse ScienceDirect

Diagnostic Microbiology and Infectious Disease

Diagnostic
Microbiology.
Infectious Disease

High clonality and diversity of virulence determinants among blapsg-positive
Salmonella Typhimurim isolates recovered in three geographically distant

Spanish hospitals

Maria de Toro P, Yolanda Saenz ?, Emilia Cercenado €, Beatriz Rojo-Bezares ?, Marta Garcia-Campello ¢,

Esther Undabeitia ¢, Carmen Torres *>*

2 Area de Microbiologia Molecular, Centro de Investigacion Biomédica de La Rioja (CIBIR), Logrofio, Spain

b Area de Bioquimica y Biologia Molecular, Universidad de La Rioja, Logrofio, Spain

¢ Servicio de Microbiologia, Hospital General Universitario Gregorio Marafién, Madrid, Spain

d Servicio de Microbiologia, Complejo Hospitalario de Pontevedra, Pontevedra, Spain
¢ Laboratorio de Microbiologia, Hospital San Pedro, Logrofio, Spain

ARTICLE INFO ABSTRACT

Article history:

Received 12 April 2012

Received in revised form 12 July 2012
Accepted 19 August 2012

Available online 20 September 2012

Keywords:

Salmonella Typhimurium
Beta-lactamases

PSE-1

Virulence genes

Salmonella genomic island 1

Molecular typing, the presence of Salmonella genomic island 1 (SGI1), and virulence factors were studied in
45 blapsg-positive S. Typhimurium isolates from 3 hospitals. All isolates belonged to sequence type ST19,
presented low clonal diversity, and harbored SGI1. The wide diversity of virulence factors was classified into
3 major virulotype groups.
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Salmonella enterica serovar Typhimurium is the second most
common serovar, after S. Enteritidis, implicated in human cases of
salmonellosis (ECDC, 2010; EFSA, 2010). However, in recent years, an
increasing prevalence of S. Typhimurium has been observed,
associated with high percentages of resistance. So, it is important
to monitor the resistance and the clonal spread of these isolates.
S. Typhimurium isolates are frequently associated with the Ampicil-
lin-Chloramphenicol/florfenicol-Streptomycin/spectinomycin-Sul-
phonamides-Tetracycline (ACSSuT) multiresistance phenotype that is
additionally linked to the chromosomal Salmonella genomic island
type 1 (SGI1) (Targant et al., 2010b). SGI1 harbours several resistance
genes, such as blapsg_1, floR, aadA2, sull, and tet(G), within the com-
plex class 1 integron In104, and has been found not only in
S. Typhimurium serotype, but also in a wide variety of Salmonella
enterica serotypes and in Proteus mirabilis (Mulvey et al., 2006;
Targant et al., 2010b).

The aim of this work was to determine the clonal relationship, the
virulence profiles, and the SGI1 presence in all 45 blapsg_1-positive
S. enterica serovar Typhimurium isolates (44 biphasic 4,12:i:1,2 and 1
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monophasic variants), detected among a previously analyzed series
of 90 isolates resistant or intermediately resistant to amoxicillin-
clavulanic acid (AMCYR). These isolates were recovered from 3
geographically distant Spanish hospitals (Hospital Gregorio Mara-
fién, Madrid [HGM]; Complejo Hospitalario de Pontevedra [CHP];
and Hospital San Pedro, Logrofio [HSP]) during 2007-2009 (de Toro
et al,, 2011).

In Spain, more than 4000 cases of human salmonellosis are re-
ported per year, 29% of them due to S. Typhimurium (Instituto de
Salud Carlos III, ISCIII, 2011). In our study, a total of 745 isolates were
recovered in the 3 Spanish hospitals during 3 years, 252 (34%) of them
belonging to the serovar Typhimurium. Resistance to ampicillin was
detected in 67% (HGM), 64% (CHP), and 42% (HSP) of the isolates, and
the AMC"R phenotype was identified in 31% (HGM) and 20% (CHP and
HSP) of isolates. All our 45 blapsg_1-positive S. enterica isolates
presented the ACSSuT resistance phenotype and were classified into
the following phage types (number of isolates): DT104 (3), DT104B
(11), DT104L (10), DT193 (1), U302 (12), U310 (2), and NT (6).

All isolates were subjected to pulsed-field gel electrophoresis
(PFGE) after Xbal and Spel digestion (de Toro et al., 2010). Considering
the SGI1 structure and its association with the ACSSuT phenotype, the
presence of SGI1 and its chromosomal location were studied by
polymerase chain reaction (PCR) mapping in the 45 S. Typhimurium
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Table 1

Virulence determinants detected in the 45 blapsg._;-positive S. enterica serovar Typhimurium strains.?

Genes contained in Salmonella Chromosomal-encoded genes Plasmid-encoded genes Number % Virulence pattern
pathogenicity islands (SPIs) of strains (virulotype)®
invE/A, orgA, avrA, ttrC, ssaQ, sugR, rhuM, rmbA, phoP/Q, hinH2, iroB, sodC1, sopE2, bcfC, slyA spvC, rck, pef(A-D) 32 71 Al
misL, mgtC, spi4_R, spi4_D, sopB, pipA o S
invE/A, orgA, avrA, ttrC, ssaQ, sugR, rhuM, rmbA,  phoP/Q, hinH2, iroB, sodC1, sopE2, bcfC spvC, rck, pef(A-D) 3 7 A2
misL, mgtC, spi4_R, spi4_D, sopB, pipA o o
invE/A, orgA, avrA, ttrC, ssaQ, sugR, rhuM, rmbA,  phoP/Q, hinH2, iroB, sodC1, sopE2, bcfC, slyA Non detected 7 16 Bl
misL, mgtC, spi4_R, spi4_D, sopB, pipA T T
invE/A, orgA, avrA, ttrC, ssaQ, sugR, rhuM, rmbA, phoP/Q, hinH2, iroB, sodC1, sopE2, b¢fC Non detected 2 4 B2
misL, mgtC, spi4_R, sp@, sopB, pipA o
invE/A, orgA, avrA, ttrC, ssaQ sugR, rthuM, rmbA,  phoP/Q, hinH2, iroB, sodC1, sopE1, sopE2, befC, slyA  Non detected 1 2 C

misL, mgtC, spi4_R, spi4_D, sopB, pipA

¢ The genes determining the virulotype profiles are underlined. Virulotype A: avrA, ssaQ, mgtC, spi4_D, sopB, sodC1, spvC, bcfC. Virulotype B: avrA, ssaQ, mgtC, spi4_D, sopB, sod(C1,

befC. Virulotype C: avrA, ssaQ, mgtC, spi4_D, sopB, sodC1, sopE1, bcfC.

b The difference between virulotypes Al and A2 is the presence of the slyA gene, as well as for B1 and B2.

isolates (Targant et al., 2010b). In addition, a total of 29 virulence
genes were studied by PCR, including positive controls in all of them
(Bej et al., 1994; Herrero et al., 2006; Huehn et al., 2010; Paiva de
Sousa and Dubreuil, 2001; Soto et al,, 2006; Way et al, 1993). A
virulotype was defined as the combination of 10 potential virulence
determinants (avrA, ssaQ, mgtC, siiD, sopB, gipA, sodC1, sopE1, spvC,
and bcfC) (Table 1) (Huehn et al., 2010).

Although the 45 blapsg_-positive S. Typhimurium isolates
belonged to 3 geographically distant and nonrelated Spanish hos-
pitals, a high clonal relationship was found among them. Isolates were
considered closely related if their patterns showed from 1 to 3 band
differences with respect to the first pattern for each digestion (named
X1a and S1a, for PFGE-Xbal and PFGE-Spel, respectively), and possibly
related when 4 to 6 band differences were found. According to these
criteria, the 45 isolates analyzed were classified into 10 closely related
PFGE patterns using the Spel enzyme (S1a-1j) and into 6 closely
related and one possibly related patterns using the Xbal enzyme (X1a-
1f, X2). The most prevalent combinations were Sla and Xla (12
strains) and S1d and X1a (8 isolates), whereas other combinations
included 3 strains or less (Table 2). One strain for each pattern

Table 2
PFGE patterns, phage types, and virulence patterns (virulotype) of PSE-producing
S. Typhimurium strains according to hospital.

PFGE pattern Phage type (number of strains) Virulence Hospital®
(Xbal-Spel)? pattern® (number
(number of  of strains)
isolates) HSP HGM CHP
X1a-Sla NT (1), 104 (2), 104B (2), 104L A1 (12) 6 5 1
(4), U302 (2), U310 (1)
X1a-S1b 104B (1), 104L (1) Al (2) 1 1
X1a-Slc NT (2) Al (2)
X1a-S1d 104B (1), 104L (1), U302 (6)  A1(7),B1(1) 3 3 2
Xla-Sle U302 (1) Al (1) 1
X1a-S1h U302 (1) Al (1) 1
X1a-S1j 104B (1), U302 (1) Al (2) 2
X1b-Sla 104L (1) Al (1) 1
X1b-S1g 104B (1) A1 (1) 1
X1b-S1h 104B (1) A2 (1) 1
X1b-S1i U302 (1) A2 (1) 1
X1c-Sla 104B (2) Al (1),B1(1) 2
X1d-S1b 104L (2) A1(1),A2 (1) 2
Xle-Sla 104L (1) Al (1) 1
X1f-Sla NT (2), 104B (1) B1(1),B2(2) 1 2
X1f-S1b NT (1), 104 (1), 104B (1) B1(2),C(1) 1 1
X2-S1f 193 (1), U310 (1) B1 (2) 2

2 All isolates corresponded to the sequence type ST19.

b Virulence patterns (virulotype) correspond to the A1, A2, B1, B2, and C profiles
defined in Table 1.

€ HSP = Hospital San Pedro, Logrofio; HGM = Hospital Gregorio Maraifién, Madrid;
CHP = Complejo Hospitalario de Pontevedra, Pontevedra.

combination was analyzed by the MLST technique (http://mlst.ucc.
ie/mlst/dbs/Senterica), and all of them belonged to sequence type
ST19 (clonal complex CC19). S. Typhimurium, which is considered an
old serovar, has developed a high diversity, and 12 different STs have
been described, although the ST19 is the most widely disseminated
(Lan et al., 2009; Litrup et al., 2010).

All but one S. Typhimurium strain showed the complete classical
SGI1 structure (Beutlich et al., 2011; Targant et al., 2010b), whereas an
859-bp deletion was detected in the orf5-orf6 region located
upstream of the IS6100 element in the sequence of strain W313.
This alteration has not been previously described and has been
included in GenBank with the accession number JF775513. Although
several variants of the SGI1 structure resulting from genetic
recombination events (named as SGI1-A to SGI1-U) have been
previously reported in association with different resistance pheno-
types (Beutlich et al., 2011; Mulvey et al., 2006; Shuilian et al., 2011;
Targant et al., 2010a), the resistance region of the strain W313 was
not affected.

Virulence factors have been extensively studied in Salmonella spp.
in order to determine their relationship with the host source, geo-
graphical location, or even their association with antimicrobial resis-
tance determinants (Fluit, 2005; Herrero et al., 2006; Huehn et al.,
2010; Litrup et al., 2010). In our study, all the strains were positive for
the genes located in pathogenicity islands SPI1 (avrA, invE/A, orgA
genes), SPI2 (ttrC, ssaQ), SPI3 (sugR, rhuM, rmbA, misL, mgtC), SPl4
(spi4_R, spi4_D), SPI5 (sopB, pipA), and chromosomal genes phoP/Q,
hinH2, iroB, sodC1, sopE2, and bcfC. Chromosomal-encoded slyA, sopE1,
and gipA genes were positive for 40 (89%), one, and none of the
strains, respectively. Plasmid-encoded genes (spvC, rck, pefA-D) were
positive in 35 (78%) isolates (Table 1). Among the 45 S. Typhimurium
strains, 3 virulotypes were detected (Table 1), with virulotype A being
the most prevalent (35 strains, 78% of the isolates), as previously
described (Beutlich et al., 2011; Huehn et al., 2010). Virulotypes A and
B detected in our study have also been found in S. Typhimurium
isolates in other studies (Beutlich et al., 2011; Huehn et al., 2010).
Virulotype C is characterized by the presence of sopE1 and was only
found in one of our strains. Previous studies (Ehrbar and Hardt, 2005;
Mirold et al., 2001; Prager et al., 2000; Streckel et al., 2004) have
demonstrated that sopEl is frequently found among host-adapted
serovars such as S. Typhi, but not among S. enterica subsp. I strains,
although it has been previously reported in S. Enteritidis and
S. Typhimurium isolates (Huehn et al., 2010; Litrup et al., 2010;
Mirold et al., 2001).

Although other resistance genes, such as blatem.1p, bldoxa-1,
aph(3’)-la, cmlA1, dfrA12, or sul3, were present in our isolates, none
of them was detected inside the SGI1 structure. Some studies have
described the co-integration of virulence and antimicrobial resistance
determinants into plasmids (Chu et al., 2001; Fluit, 2005; Herrero
et al., 2008; Rodriguez et al., 2011), giving rise to new plasmids that
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can be selected by antimicrobial pressure. Further studies will be
necessary to determine the presence of resistance genes linked to the
plasmidic-virulence determinants.

High clonality, low genetic variations in SGI1, and diverse
virulence profiles were found in the multiresistant blapsg_{-positive
S. enterica serovar Typhimurium isolates recovered from 3 geograph-
ically distant and nonrelated Spanish hospitals. In our study, epide-
miologic data of the 3 hospitals showed an increase in the number of
S. Typhimurium isolates over the studied period (2007-2009). This
tendency was also shown in other nationwide and European epide-
miologic studies in the last years (EFSA, 2010; ISCIIL, 2011). Because
of that, dissemination of antimicrobial resistance and virulence traits
in this bacterial species has important clinical relevance and its evo-
lution should be tracked in the future.
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Objectives: To characterize a 5.9 kb aac(6')-Ib-cr-harbouring plasmid that was detected in a clinical Salmonella
Typhimurium DT104B strain.

Methods: Extraction and purification of plasmid DNA and electrotransformation assays were carried out in
order to obtain kanamycin-resistant transformants. MICs of several fluoroquinolones and aminoglycosides
were determined. DNA sequencing was performed by primer walking on purified plasmid preparations. The
new plasmid nucleotide sequence was analysed and compared with available sequences using bioinformatic
tools.

Results: pMdT1 is a 5.9 kb mobilizable ColE1-like plasmid that harbours aac(6’)-Ib-cr4, a gene encoding a new
variant of the AAC(6')-1b-cr protein (225 amino acids). This active protein conferred resistance to tobramycin
and kanamycin, and also decreased susceptibility to ciprofloxacin and norfloxacin in the transformant strain,
as MICs demonstrated. The mobilization region, necessary for horizontal transfer and composed of the
mobA, mobB, mobC and mobD genes, displayed a high degree of identity with those from representative
ColE1-like plasmids. The basis of mobility (bom), oriT and origin of replication regions were also detected.
Apart from the acetylase-encoding gene, three other open reading frames (ORFs) were determined. No similar-
ities were found when the ORF1 sequence was compared with the sequences included in GenBank. The
deduced ORF2 protein predicted a CopG-like structure characteristic of transcriptional regulators, and the
deduced ORF3 protein was identical to macrophage stimulating factors.

Conclusions: The pMdT1 is the smallest mobilizable ColE1-like plasmid containing an aac(6’)-Ib-cr gene that has

been described so far.

Keywords: plasmid-mediated quinolone resistance, PMQR, Salmonella Typhimurium, mob genes

Introduction

The aac(6')-Ib gene (also named aacAé4), coding for an acetyl-
transferase, confers resistance to kanamycin, amikacin and
tobramycin, and can be mobilized and spread by plasmids.?
The aac(6')-Ib genes have mainly been found as gene cassettes
within class 1 integrons, although fused genes and different var-
iants, such as the aac(6')-Ib-cr gene, have also been described.!
The AAC(6')-Ib-cr variant displays Trp102— Arg and Asp179—Tyr
changes with respect to the reference AAC(6')-Ib (GenBank
AAD22142.2), and leads to additional low-level resistance to
the fluoroquinolones ciprofloxacin and norfloxacin.?* Different

genetic environments facilitating the dissemination of
aac(6')-Ib-cr have been described.>* In this sense, the first in vivo
selection of the aac(6')-Ib-cr gene and the GyrA change
(Ser83—Tyr) in the gnrS1-positive Salmonella Typhimurium
DT104B strain Se20 after ciprofloxacin treatment was described
in previous work by our group.” This strain was resistant to nali-
dixic acid, ciprofloxacin, levofloxacin, norfloxacin, ofloxacin,
kanamycin, tobramycin, streptomycin and trimethoprim, and
harboured five plasmids (sizes ranged from 6 to 194 kb). The
aim of the present work was to characterize the ~6kb
plasmid (designated pMdT1) in which the aac(6’)-Ib-cr gene
was located.

© The Author 2013. Published by Oxford University Press on behalf of the British Society for Antimicrobial Chemotherapy. All rights reserved.

For Permissions, please e-mail: journals.permissions@oup.com

1of 4

€T0Z ‘S Arenige4 uoelory e ap pepsieniun e /Blo'seulnolploixo-dels/:diny woly pepeojumod


http://jac.oxfordjournals.org/

de Toro et al.

Materials and methods

Plasmid analysis, transformation assays and
transformant strain characterization

Salmonella Typhimurium Se20 plasmid DNA was extracted by an alkaline
lysis procedure® and transformed into Escherichia coli ElectroMax DH10B
cells (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) by electrotransformation following
the manufacturer’s recommendations. Transformants were selected on
Luria-Bertani agar plates containing kanamycin (30 mg/L), and the pres-
ence of the aac(6')-Ib gene was confirmed by PCR amplification. Plasmid
DNA from transformant TF-Se20 was obtained using the QIAfilter
Plasmid Purification kit (Qiagen, Hilden, Germany). MICs of nalidixic
acid, ciprofloxacin, levofloxacin, norfloxacin, ofloxacin, gentamicin, tobra-
mycin and kanamycin were determined by the agar dilution method.”

pMdT1 sequencing analyses

The nucleotide sequence of plasmid pMdT1 harboured by TF-Se20 was
determined by primer walking (Qiagen and Cogenics sequencing
service) with specific primers for aac(6’)-Ib gene binding sites as the
start point on purified plasmid preparations. Analysis and comparisons
of sequences were carried out using the programs BLAST (http:/blast.
ncbi.ntm.nih.gov/), ORF Finder (http:/www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/
gorf/), Transeq sequence translation (http://www.ebi.ac.uk/Tools/st/) and
Clone Manager 9 (Sci-Ed Software). Gene sequences were further com-
pared and aligned with the GenBank data (www.ebi.ac.uk/Tools/msa/
clustalw?2/). The pMdT1 nucleotide sequence has been deposited in the
GenBank database under accession number JX457478.

Results and discussion

A small plasmid, designated pMdT1, of 5931 bp containing a
gene coding for an acetyltransferase was detected in Salmonella
Typhimurium Se20.> pMdT1 could be electrotransformed to an
E. coli recipient (the transformant was named TF-Se20). The
sequence of pMdT1 (GenBank JX457478) was compared with
available data on the GenBank database. The maximum identity
(97%) of this plasmid was found against the plasmid pBERT from
Salmonella Berta (GenBank AF025795), though pBERT shared
only 52% of pMdT1. Bioinformatic analysis showed eight open
reading frames (ORFs) in the sequence, and the average G+C
content was 51% compared with the 52% reported for the
Salmonella enterica genome.

Antimicrobial resistance region

Compared with the E. coli DH10B parent, the MICs for the
TF-Se20 transformant were increased 16-, >32-, >2- and
4-fold for tobramycin, kanamycin, ciprofloxacin and norfloxacin,
respectively. The MICs of gentamicin, nalidixic acid, levofloxacin
and ofloxacin remained unchanged (Table 1).

Regarding the pMdT1 sequence, the ORF Finder analysis
revealed that one orf sequence (nt 4172-4849), encoding a
protein of 225 amino acids, showed the acetyltransferase
(GNAT) superfamily domain between amino acids 51 and 208,
and possessed 99% identity in a 184 amino acid overlap with
the AAC(6')-Ib-cr responsible for the phenotype detected in
TF-Se20 strain. The encoded pMdT1 N-acetyltransferase (here
named AAC(6')-Ib-cr4) showed Trpl128—Arg and Asp205—Tyr
substitutions, analogous to Trp102—Arg and Aspl79—Tyr of
AAC(6')-Ib-cr.”®  Additionally, AAC(6)-Ib-cr4 showed the

Table 1. MICs of aminoglycoside, nalidixic acid and fluoroquinolone
antimicrobial agents for the Salmonella Typhimurium Se20 strain, the
transformant TF-Se20 strain and the electrotransformation recipient
strain (E. coli ElectroMax DH10B)

MIC (mg/L)
Antimicrobial agent Se20° TF-Se20 E. coli ElectroMax DH10B
Nalidixic acid >512 2 2
Gentamicin 1 1 1
Tobramycin 32 32 2
Kanamycin 128 128 <4
Ciprofloxacin 8 0.016 <0.008
Levofloxacin 8 0.016 0.016
Norfloxacin 32 0.125 0.03
Ofloxacin 16 0.016 0.016

“The Se20 strain harboured the Ser83— Tyr GyrA mutation and the gnrS1
and aac(6')-1b-cr4 genes.

Asn46—Thr change that has previously been detected in other
AAC(6')-1b variants (e.g. X98393 and GQ293500).

The aac(6')-Ib-cr is often part of gene cassettes located inside
class 1 integrons.! Indeed, in the pMdT1 sequence the
aac(6')-Ib-cr4 gene was embedded in its classical gene cassette
structure with the conserved attC recombination site down-
stream of the gene; however, no integrase or attl sequences or
other gene cassettes could be identified in the whole pMdT1.
The ORF Finder program predicted a long N-terminal extension
of AAC(6')-Ib-cr (225 instead of 184 amino acids), and the detec-
tion of a very good putative ribosomal binding site upstream of
this start codon strongly supported this prediction. Variations in
the start codon of some aac(6’)-Ib variants have been previously
described with no consequence for the efficiency of their pro-
teins.® In any case, the AAC(6')-Ib-cr4 enzyme was active in
the TF-Se20 strain, as the MICs of aminoglycosides and some
fluoroquinolones demonstrated (Table 1).

Mobilization region

Four partially overlapping ORFs that code for the MobA, MobB,
MobC and MobD mobilization proteins® were detected between
nt 53 and nt 1865. The pMdT1 mob region showed significant
identity to that of ColE1-like plasmids, and the highest degree
of similarity (>96%) was observed for proteins of the Salmonella
pK plasmid (see Table S1, available as Supplementary data at JAC
Online). As has been previously reported (pSW200 and pRK10
plasmids), the mob region is preceded by the basis of mobility
(bom) region, a cis-requiring region for plasmid mobility.
Plasmid pMdT1 also contained (nt 1911-2191) a sequence
similar to the bom region of pSW200 and pRK10 plasmids
(GenBank L42525 and EU697813, and with 87% and 79% of simi-
larity, respectively). The nic-cleavage site was determined at nt
2033 by comparison with pRK10 and MOBgy family plasmids.’

Replication region

The 354 bp region, between nt 2488 and nt 2841, displayed
identity of 78% and 75% to the replication region of the
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pMdT1, a ColE1-like aac(6’)-Ib-cr-mobilizing plasmid

JAC

aac(6’)-1b-cr4

Figure 1. Genetic map of the pMdT1 plasmid. The predicted protein-encoding regions on the plus and minus strands are shown with arrows, indicating
the direction of transcription. The features of the ColE1-like replicon are indicated as RNAI, RNAII and oriV.

ColE1-like cryptic pHW15 plasmid (AM167518) and the
gnrB19-pSGI15 plasmid (FN428572), respectively. In ColE1-like
plasmids two partially overlapping RNAs (RNAL and RNAII) are
transcribed from the origin of vegetative replication (oriV) and
constitute the basic replicon of the ColE1-like plasmids, neces-
sary for replication and copy number of plasmids.’® In the case
of pMdT1, the oriV was located at position 2488, the RNAI and
RNAII segments were 108 and 354 nt long, respectively
(Figure 1), and their corresponding —10 and —35 promoter
sequences were highly conserved compared with pHW15 and
pSGI15.

Other accessory genes

In the remaining 2412 bp of the pMdT1 sequence, three ORFs
were determined using ORF Finder. No similarities were found
when the ORF1 sequence was compared with the GenBank
sequences. Regarding ORF2 and ORF3, of 122 and 183 amino
acids, respectively, no conserved domains were detected
among them, whereas the ORF3 sequence was identical to a
macrophage-stimulating factor detected in Salmonella Heidel-
berg and E. coli (e.g. accession EIC34781 and EIL42560); the
Phyre2 protein secondary structure program predicted that

ORF2 may adopt the CopG-like structure characteristic of many
transcriptional regulators.

Conclusions

The pMdT1 is the smallest ColE1-like resistance plasmid that har-
bours the aac(6')-Ib-cr4 gene described so far. This transferable
plasmid contains mobilizable elements that enable it to dissem-
inate further.
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ABSTRACT

Palabras clave :

Resistencia a ampicilina,
blapse.1, blaoxa1,
fenotipo ACSSuT,
integrones, SGI1, PFGE.

Introduccion: El incremento de Salmonella enterica multirresistente a los antibi6ticos, incluidos beta-lactdmicos
y fluoroquinolonas, es un problema de importancia clinica. La propagacion de S. Typhimurium resistente a
ampicilina (AMP)-cloranfenicol (CHL)-estreptomicina (STR)-sulfamidas (SUL)-tetraciclina (TET) portadoras
de la Isla Genémica de Salmonella de tipo 1 (SGI1) y la captacion de material genético transferible han
favorecido la multirresistencia en este género.

Métodos: Se estudiaron 114 aislados clinicos de S. enterica (periodo 2009-2010). Se determind la sensibilidad a
20 antibidticos por difusién en disco y microdilucion. Los mecanismos de resistencia e integrones se analizaron
por PCR y secuenciacion en los aislados AMPR. La relacion clonal de los aislados blapses-positivos se determing
mediante PFGE, y la presencia de SGI1 y 29 genes de virulencia mediante PCR.

Resultados: Se observaron altos porcentajes de resistencia a SUL (68%), TET (58%), AMP (55%) y STR (46%).
El 92% de los 63 aislados AMP® fueron multirresistentes, siendo el mas frecuente el fenotipo AMP-STR-TET-
SUL (19 aislados) asociado al genotipo blarem.ip+StrA-strB+tet(B)+sul2. Un 48% de los aislados presentaron
integrones de clase 1 (7 estructuras distintas) destacando la estructura blapxa1taadAl (8 aislados), un integrén
vacio e integrones no clasicos (5 aislados). El gen blapse.1 se detectd dentro de la SGI1 clésica en 13 aislados
clonalmente relacionados y portadores del mismo virulotipo.

Conclusiones: El alto porcentaje de S. enterica multirresistentes, especialmente asociado a S. Typhimurium, al
fenotipo AMP, STR, TET y SUL, y al genotipo blargm-1p+strA-strB+tet(B)+sul2 evidencia un riesgo importante

de posibles fracasos en el tratamiento de infecciones graves producidas por este serotipo.

Introduccion

La salmonelosis es una de las infecciones alimentarias
méas importantes en' Europa, donde alcanza un ratio de
29,8 casos por cada 100.000 habitantes cada afio y afecta,
principalmente, a nifios entre 0 y 4 afios'. Aunque se ha
reducido el nimero de salmonelosis durante los Gltimos
afios, 'Salmonella enterica sigue siendo una de las
primeras causas de brotes de toxiinfeccion alimentaria®.
Enteritidis 'y Typhimurium son las serovariedades de
Salmonella enterica subespecie enterica (S. Enteritidis y
S. Typhimurium, respectivamente) méas prevalentes en el
admbito clinico, representando méas del 80% de los
aislados obtenidos®*.

Las infecciones por salmonelas gastroentéricas cursan
COmO una gastroenteritis autolimitada de manera que el
tratamiento antibidtico solo es requerido en casos graves,
en  pacientes inmunodeprimidos, con  factores

predisponentes de riesgo o en edades extremas de la vida.
No obstante, es preocupante el incremento de aislados de
Salmonella resistentes a algunos de los antibidticos
utilizados para el tratamiento empirico, en particular
amoxicilina/acido-clavulanico (AMC), cefalosporinas de
tercera generacion o fluoroquinolonas. La resistencia a
beta-lactamicos en S. enterica se debe principalmente a la
adquisicion de enzimas beta-lactamasas, siendo TEM-1,
PSE-1 y OXA-1 las mas frecuentemente detectadas y
relacionadas con la resistencia a ampicilina (AMP) y
AMC *7. La diseminacion de este tipo de resistencias de
manera horizontal esta mediada por elementos genéticos
mdviles o movilizables, como plasmidos, transposones e
integrones.

Los integrones son elementos genéticos capaces de
adquirir 'y expresar casetes génicos mediante un



mecanismo de recombinacién sitio-especifica®. Los
integrones de clase 1 son los méas frecuentemente
descritos y presentan habitualmente los genes gacEA1 y
sull en su region 3’-conservada (3’-CS), aunque también
se han descrito integrones no-clasicos carentes de dicha

region®™°.

La emergencia a nivel mundial de cepas de S.
Typhimurium con fenotipo de pentarresistencia ACSSuT
(resistencia a ampicilina, cloranfenicol, estreptomicina,
sulfamidas y tetraciclina), especialmente del fagotipo
DT104 vy fagotipos relacionados, se ha asociado
principalmente con la presencia de los genes blapse.s,
floR, aadA2, sull y tet(G) localizados en un integron
complejo de clase 1 denominado In104 ' . Este
integron forma parte de una isla gendmica de 43 kb
denominada “Salmonella Genomic Island type 1”
(SGI1)™*. Sin embargo, también se han descrito
variantes de la SGI1 surgidas en eventos de
recombinacién y asociadas a distintos fenotipos de
resistencia™ 2,

Se han estudiado diversos factores de virulencia, incluso
su relacion con determinantes de resistencia, en aislados
del género Salmonella de distintos hospedadores vy
localizaciones geogréficas’* '°. Estos factores de
virulencia pueden encontrarse tanto formando parte de
islas de patogenicidad (SPIs), como codificados en
cromosoma o en plasmidos™ . Asi, algunos estudios
inciden en la co-integracién de determinantes de
virulencia y de resistencia a antibioticos en plasmidos
hibridos virulencia-resistencia que pueden ser facilmente
seleccionados bajo presion antibiotica** *" %8,

Tras conocer el fenotipo de resistencia a . distintos
antibioticos en una coleccion de aislados de'S. enterica
identificados en pacientes asistidos en:el Hospital Clinico
Universitario Lozano Blesa de Zaragoza;1os objetivos de
nuestro trabajo fueron caracterizar los mecanismos de
resistencia a beta-lactdmicos y a otros antibidticos, asi
como los integrones, y-determinar la relacién clonal, el
perfil de virulencia y la presencia de la isla gendmica de
Salmonella . (SGI1). en ~los aislados resistentes a
ampicilina:

Material y Métodos
Aislamientos clinicos.

Entre septiembre de 2009 y noviembre de 2010 se
procesaron 7.606 coprocultivos en el Laboratorio de
Microbiologia del Hospital Clinico Universitario
“Lozano Blesa” (Zaragoza), que presta asistencia a una
poblacion de 286.774 habitantes con 29.506 ingresos,
2.315.197 consultas y 127.694 urgencias anuales.
Durante el periodo de tiempo estudiado se obtuvieron
247 aislados de S. enterica, entre los que se seleccion6 un

aislado por paciente, incluyéndose asi un total de 114
aislados en el presente trabajo. La identificacion se llevd
a cabo mediante pruebas bioguimicas (WIDER®,
Francisco Soria Melguizo, Madrid, Espaiia) y el
serotipado mediante el estudio del antigeno soméatico O
(Lipopolisacarido) y de los factores antigénicos
flagelares H (proteinas) (Biorad, Marne-la-Coquette,
Francia), siguiendo el esquema de Kauffmann y White™.

Estudios de sensibilidad a antibioticos:

Se estudio la sensibilidad a 20 antibiéticos (AMP, AMC,
cefalotina, ceftazidima, cefotaxima, cefepime, aztreonam,
cefoxitina, gentamicina, tobramicina;= kanamicina,
amikacina, estreptomicing; acido nalidixico,
ciprofloxacino, tetraciclina, “cloranfenicol, sulfamidas,
trimetoprim y trimetoprim/sulfametoxazol) mediante
microdilucion (WIDER®) y/o' difusion en disco®. La
produccion de beta‘lactamasas de espectro extendido
(BLEE) se determind fenotipicamente utilizando el test
de sinergia de doble disco y el fenotipo AmpC se
establecio por comparacion de la zona de inhibicién del
disco de cefoxitina (30 pg), en presencia o en ausencia de
cloxacilina (200 pg)’.

Deteccion molecular de genes de resistencia.

En aquellos aislados resistentes a ampicilina (AMPF), se
evalué la presencia de los genes implicados en la
resistencia a beta-lactdmicos [blarew, blasqy, blacrxwm,
blaoxa1 and blapse 1], tetraciclina [tet(A)-tet(E), tet(G)],
aminoglucdsidos [aadA, strA-strB, aac(3)-1, aac(3)-ll,
aac(3)-1Vv, ant(2’’) y aac(6’)-Ib], sulfamidas [sull, sul2,
sul3], trimetoprim [dfrA], cloranfenicol [cmlIA, catA vy
floR] y quinolonas [gnrA, gnrB, gnrS, gepA, 0gxAB], asi
como el entorno genético de los genes sul2 y sul3
mediante PCR y secuenciacién’. Se utiliz6 una PCR-
multiplex para la deteccion de beta-lactamasas de tipo
AmpC?,

Deteccion y caracterizacion de integrones.

La presencia de los genes codificantes de integrasas de
tipo 1, 2 y 3 (intl1, intl2, intl3), asi como la regién 3’-CS
de los integrones de clase 1 (gacEAl-sull) fueron
analizados por PCR en los aislados AMPR. La region
variable del integrén fue estudiada por PCR y posterior
secuenciaciéon para conocer el conjunto de casetes
génicos que portaban’. En aquellos integrones de clase 1
que contenian el casete génico blagxa.1 Se caracterizaron
los promotores implicados en su expresion mediante PCR
y secuenciacion %.

Deteccion y caracterizacion de la Isla Gendmica
de Salmonella (SGI1), factores de virulencia y estudio de
la clonalidad en aislados blapsg.3-positivos.



En los aislados blapse;1-positivos se evalud la presencia
de la SGI1 y su localizacion en el cromosoma mediante
PCR y secuenciacién con cebadores anclados a las
uniones al cromosoma; asi como a los determinantes de
resistencia e integrones localizados en ella*?.

Se estudiaron por PCR y secuenciacion 29 genes de
virulencia: los genes invE/A, orgA, avrA, ttrC, ssaQ,
sugR, rhuM, rmbA, misL, mgtC, spi4R, spi4D, sopB y
pipA localizados en las SPIs de tipo 1-5; los genes
phoP/Q, hin/H2, iroB, slyA, sodC1, sopE1l, sopE2, bcfC,
y gipA en el cromosoma Yy los genes spvC, rck y pefA-D
localizados en plasmidos®. La presencia o ausencia de
los genes de virulencia avrA, ssaQ, mgtC, spi4D, sopB,
gipA, sodC1, sopE1, spvC y bcfC se utiliz6 para clasificar
las cepas en virulotipos™.

Se estudid la relacién clonal de los aislados blapse.s-
positivos mediante electroforesis en campo pulsado
(PFGE) tras digestion del DNA genomico con las
enzimas Xbal y Spel (New England Biolabs Inc., USA).
Se utiliz6é el método de preparacion de insertos del DNA
gendmico y las condiciones de electroforesis previamente
descritas”®. Los geles de agarosa se analizaron e
interpretaron segun el criterio de Tenover et al. (1995) %
y se compararon con patrones de PFGE determinados en
estudios previos Z.

Resultados.

Aislados bacterianos y estudios de sensibilidad
a antibidticos.

Durante el periodo analizado (2009-2010), entre los 114
aislados de Salmonella estudiados se. identificaron una
Salmonella enterica subesp. arizonae y-113 aislados de
Salmonella  enterica  subesp.. enterica  serotipos
Typhimurium (70 aislados), Enteritidis (18), Rissen (3),
Infantis (3), Mikawashima™ (2),. Ohio (2), Riggil (1),
Nigeria (1), Manhattan (1), Newport (1), Lindenburg (1),
Bovis-morbificans (1), Neasden (1), Dublin (1), Moscow
(1), Anatum (1), Salmonella spp. (5). S. Typhimurium y
S. Enteritidis fueron los mas prevalentes (61 y 16%,
respectivamente).

Se‘observo.un alto porcentaje de resistencia a sulfamidas
(68%);:tetraciclina (58%), AMP (55%) y estreptomicina
(46%) en los 114 aislados estudiados (Figura 1).
Asimismo, considerando Unicamente los 63 aislados
AMPR, se encontraron altos porcentajes de co-resistencia
a sulfamidas (94%), tetraciclina (90%) y estreptomicina
(76%), asi como a cloranfenicol y AMC (38%) (Figura
1). En 58 de los 63 aislados AMP® (mayoritariamente
pertenecientes al serotipo Typhimurium, 55 aislados), se
observaron 17 fenotipos distintos de multirresistencia
(resistencia a 3 0 méas familias de antibidticos); siendo las
asociaciones mas comunes, aquellas que presentaban

resistencia a AMP-estreptomicina-tetraciclina-sulfamidas
(19 aislados) y AMP-AMC-estreptomicina-tetraciclina-
cloranfenicol-sulfamidas (14 aislados) (Tabla 1). Se
detecto el fenotipo ACSSUT en el 30% de los aislados de
S. enterica AMPR, y en ningln caso de detectaron los
fenotipos AmpC o BLEE. Todos los aislados fueron
sensibles a cefepime, ceftazidima, cefotaxima, cefoxitina,
amikacina y ciprofloxacino.

Deteccion de genes de resistencia.

En la Tabla 1 se observan los genes de resistencia
detectados en los 63 aislados deS. enterica AMPF. Entre
los genes codificantes de beta=lactamasas, el mas
frecuente fue blatgm.. (40 aislados, 64%), seguido de
blapse.; (13 aislados, 21%) y blagxa1/(8 aislados, 13%).
No se detectaron genes codificantes de beta-lactamasas
en dos aislados AMPR. ‘En aguellos aislados blaoxai-
positivos se observ6 . un fenotipo de sensibilidad
disminuida a cefepime.

Se encontraron .distintas  asociaciones  genéticas
responsables del “fenotipo ACSSuT detectado en 18
aislados ‘de_S: enterica AMP® (Tabla 1): a) blaoxa
1+catA+aadAl+sull+tet(B); b) blapse.
1HloR+aadA2+sull+tet(G); ¢)  blagmgtcatA o
cmlA+aadA o strA-strB+sul2 o sul3+ tet(A) o tet(B).

Se detectaron los genes dfrAl (6 aislados), dfrAl4 (1
aislado) y dfrA12 (3 aislados), entre los 10 aislados
trimetoprim-resistentes, y el gen aac(3)-IV en los 5
aislados resistentes a gentamicina (Tabla 1). Ningln
aislado de S. enterica testado amplificé gnrA, gnrB, gnrs,
gepA, 0gxAB ni aac(6’)-1b-cr.

Deteccion y caracterizacion de integrones.

Treinta aislados de S. enterica AMPR (48%) amplificaron
el gen intll, sin embargo no se detectaron integrones de
clase 2 6 3. Se observaron siete estructuras distintas de
integrones de clase 1 (Tabla 1, Figura 2). Los 13 aislados
de S. Typhimurium blapses-positivos mostraron dos
integrones, con regiones variables de 1000 y 1200 pb,
que albergaban los genes aadA2 y Dblapsey,
respectivamente. La estructura genética blapxa1taadAl,
asociada a un promotor PcW-P2, se encontrd en los 8
aislados blapxa.1-positivos.

Se observd la presencia de un integron vacio en un
aislado y de integrones no clasicos (defectivos en su
region 3°-CS) en 5 aislados, con las siguientes
organizaciones (nimero de aislados): dfrAl (4) vy
estX+psp+aadA2+cmlAl+aadAl+gacH+1S440+sul3 (1)
(Figura 2).

Entorno genetico de genes sul.



Un total de 59 aislados (94%) con fenotipo AMPR
presentaron resistencia a sulfamidas, en los que se
detectaron las siguientes combinaciones de genes de
resistencia: sull (22 aislados), sul2 (28), sull+sul2 (5),
sull+sul3 (1) y sull+sul2+sul3 (2) (Tabla 1). Se
encontraron 5 entornos distintos para el gen sul2
asociados a los genes de resistencia a estreptomicina
strA-strB (Figura 2). En uno de los aislados, el gen strA
se encontraba truncado por el gen dfrAl4, dando lugar a
un fenotipo de sensibilidad a estreptomicina (Tabla 1,
Figura 2). El gen sul3 (detectado en 3 aislados) se
relaciond en su entorno genético con el gen de resistencia
a eritromicina (mef(B), delecionado en todos los casos
por una 1S26) y adicionalmente a los genes aadAl,
aadA2, cmlA y gacH en dos aislados, uno de los cuales
era portador de un integrén defectivo de clase 1 (Figura
2).

Deteccidn y caracterizacion de la SGI1, factores
de virulencia y estudio de clonalidad en aislados blapge.;-
positivos.

Los 13 aislados de S. Typhimurium blapse 1-positivos
mostraron el fenotipo de multirresistencia ACSSUT
asociado con los genes blapse;, floR, aadA2, sull y
tet(G), y presentaban el doble integrén de 1000 y 1200 pb
(Figura 2B). Toda esta zona de resistencia se encontro
junto con las uniones a cromosoma en la estructura de
SGI1, mapeada por PCR y secuenciacion en los 13
aislados.

Todos los aislados fueron positivos para los .genes
albergados en las islas de patogenicidad SPI11-SP15; para
los genes codificados en cromosoma (phoP/Q, hin/H2,
iroB, slyA, sodCl, sopE2 y bcfC) y para los genes
plasmidicos spvC, rck y pefA-D. Los genes.gipA y sopE1l
no se detectaron en ningln aislado. Todos. los aislados se
agruparon en un Unico virulotipo, ‘€compuesto por los
genes avrA-ssaQ-mgtC-spi4D-sopB-sodC1-spvC-hcfC.

El PFGE tras digestion con la enzima Xbal agrupd a los
13 aislados en tres perfiles (X1a, X1b y X1g); mientras
que el PFGE-Spel los clasifico en cuatro patrones (S1a,
S1d, S1k y S1l) (Figura 3). Teniendo en cuenta ambas
digestiones; . se “encontraron seis combinaciones de
patrones: X1a-Sla (2 cepas), X1a-S1d (4), X1a-S1k (1),
X1b-Sla (1), X1b-S1d (4) y X1g-S1l (1). Los patrones
mostraban entre 1 y 3 bandas de diferencia con respecto
al primer patrén de cada digestion (X1la y Sla para
PFGE-Xbal y PFGE-Spel, respectivamente) y se
clasificaron como cepas clonalmente relacionadas.

Discusion.

Entre los antibidticos mas utilizados para el tratamiento
de infecciones graves producidas por S. enterica figuran
AMC, cefalosporinas de tercera generacion y
fluoroquinolonas, pero la emergencia de mecanismos de

resistencia a dichos antibidticos limita las opciones
terapéuticas. Ademas, el creciente incremento de la
prevalencia del serotipo Typhimurium durante los
altimos afios se asocia a mayores porcentajes de
resistencia a AMP y AMC, en detrimento del serotipo
Enteritidis, menos relacionado con fenotipos de
multirresistencia®* %, Este fendmeno se esta observando
también en nuestro entorno clinico en el que a principios
del periodo 2001-2008, el serotipo Enteritidis (56%)
dominaba sobre Typhimurium (26%), mientras:que se
observd una inversion en esta tendencia al final del
mismo (27% Enteritidis versus 41% Typhimurium)®.
Ademas el aumento en el nimero de’S. Typhimurium
estuvo acompafiado por un porcentaje mayor de aislados
de S. enterica resistentes a AMP (de 39% a 52% al
avanzar el periodo) y a AMC. (0,4%-16%), por unos
porcentajes de resistencia & cotrimoxazol 'y
ciprofloxacino mantenidos (13% y 0,5%,
respectivamente), y por una:disminucion en la resistencia
a acido nalidixico (de 42,5% a 20%). Durante el periodo
2009-2010, continud -la tendencia creciente de
Typhimurium/frente a Enteritidis (61% vs 16%) vy el
porcentaje-de-aislados AMPR que se encontr6 fue del
55%, el 87% de ellos del serotipo Typhimurium, valores
acordes con-otros estudios previos®”.

Entre los 63 aislados AMPR estudiados se encontraron 17
fenotipos distintos de multirresistencia, siendo el mas
comun la corresistencia a AMP-estreptomicina-
tetraciclina-sulfamidas detectado en 19 aislados que
portaban los genes de resistencia blargm.i-StrA-strB-
tet(B)-sul2. Esta asociacion fenotipo-genotipo habia sido
previamente descrita por nuestro grupo’. Por otra parte, el
fenotipo ACSSuUT de S. Typhimurium ha sido
frecuentemente asociado a la presencia de SGI1, que
contiene los genes blapse.y, floR, aadA2, sul y tet(G)* *?,
aunque en nuestro caso solo 13 de 19 aislados con
fenotipo ACSSuUT presentaron el gen blapse; Yy
sensibilidad disminuida a AMC. Otros perfiles que
incluyen los genes blargms: Yy blaoxa: han sido
previamente referidos y relacionados con la presencia de
plasmidos transferibles'” . Al contrario que otros
estudios y conforme a trabajos realizados en nuestro
grupo, no se detectd la presencia de mas de una beta-
lactamasa en el mismo aislado®’.

A semejanza de estudios previos> !, se encontraron

integrones de clase 1 en el 48% de los 63 aislados AMPR,
siendo los mas numerosos aquellos que contenian en su
region variable los genes blagxai+aadAl (8 aislados) y
la presencia de cepas con el doble integrén caracteristico
de la SGI1 (blapses/aadAl, 13 aislados). Aunque el gen
blatem-1 NO se encontrd dentro de integrones, diez de los
aislados blargm.1-positivos albergaron genes dfrA en
estructuras de tipo integrén previamente descritas, como
la estructura intl1+dfrA12+gcuF+aadA2+qgacEAl+sull
y relacionado con el serotipo Rissen®; el gen dfrAl
presente en dos estructuras distintas’’ o el integrén de



clase 1 carente de su region 3’-CS asociado al gen sul3
previamente descrito en Salmonella y E. coli® *°.

Algunos autores sugieren que dentro de la subespecie |
de Salmonella existe una baja clonalidad®®, mientras que
otros estudios muestran por PFGE la alta clonalidad
existente en un mismo serotipo®. Las 13 cepas de
S. Typhimurium blapsg ;-positivas estaban clonalmente
relacionadas, y sus patrones de PFGE eran coincidentes
con los de aislados procedentes de otros hospitales
espafioles geograficamente distantes®. En este trabajo se
vuelve a demostrar que ademas de la alta clonalidad
existente entre las cepas de S. Typhimurium blapse.;,
todas ellas mostraron el mismo perfil de virulencia,
virulotipo  avrA-ssaQ-mgtC-spi4D-sopB-sodC1-spvC-
bcfC muy prevalente entre las cepas de S. Typhimurium
de acuerdo con datos previos*> %, Ademés, en nuestros
aislados se encontré el gen blapsg.; dentro de la estructura
clasica de la SGI1 en cepas S. Typhimurium, serotipo
frecuentemente asociado a dicha estructura™ 2,

En resumen, se ha encontrado una alta prevalencia de
cepas resistentes a AMP, estreptomicina, tetraciclina y
sulfamidas. El serotipo Typhimurium resultd el mas
prevalente, tanto en el total de aislados como entre los
AMPR (87%). El 92% de los aislados AMPR mostraron
un fenotipo de multirresistencia, siendo el gen blargy; el
mas frecuentemente detectado (63,5%). Las cepas que
albergaban el gen blapse.; mostraron una baja diversidad
clonal, asi como homogeneidad en cuanto a la presencia
y estructura de la SGI1 detectada y a los determinantes
de virulencia contenidos. La asociacion de genes ‘de
virulencia y resistencia en cepas clonalmente
relacionadas plantea la conveniencia de vigilar su
evolucion y establecer los reservorios y vias de
propagacion que podrian explicar su emergencia en
aislados clinicos.

El alto porcentaje de S. entericas multirresistentes
detectadas, especialmente asociado a-S. Typhimurium,
dificulta la eleccion de alternativas seguras para el
tratamiento empirico de infecciones graves ocasionadas
por Salmonella y precisa -estudios epidemioldgicos
continuos para que permitan-vigilar la evolucién de la
resistencia _ y la emergencia de clones que alnan
resistenciay virulencia.
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Tabla 1.

Fenotipos y mecanismos de resistencia detectados en los 63 aislados de Salmonella AMPF.

Fenotipo de resistencia
(N° aislados)*"*

Genotipo de resistencia
(N° aislados)*

Serotipo (N° aislados)

Integron de clase 1y
entornos de genes sul (N°

aislados)®
AMP (3) bIaTEM,lb (3) S. Maoscow (1), -
Salmonella sp. (1);
S Enteritidis (1)

AMP+TET (1) blarem-1nttet(B) (1) S. Typhimurium (1) -
AMP+SUL (1) blarem-1 (1) S. Enteritidis (1) -
AMP+STR+SUL (1) blarem-1ptstrA-strB+sul2 (1) S. Typhimurium (1) c(1)
AMP+TET+SUL (1) blarem-1ttet(B)+sul2 (1) S. Typhimurium (1) -
AMP+STR+TET+SUL (19) blarem-1tstrA-strB+tet(B)+sul2 (16) S. Typhimurium (19) c(11)/d(1)/e(3)/f(1)

blarem 1n+aadA+strA-strB+tet(B)+sul2 (2) c(2

blarem-1n+aadA5+strA-strB+tet(B)#+sul2 (1) f(1)
AMP+AMC+TET+SUL (1) blaoxa1+aadAl+tet(B)+sull (1) S. Typhimurium (1) A1)
AMP+AMC+TET+CHL+SUL (4) blaoxa1taadAl+tet(B)+catA+sull (4) S. Typhimurium (4) A4)
AMP+AMC+STR+TET+SUL (1) blatem-1ptstrA-strB+tet(B)+sul2 (1) S. Typhimurium (1) c(1)
AMP+GEN+TOB+TET+SUL (2) blaremaptaac(3)-1V+tet(A)+sull+sul2 (2) S. Typhimurium (2) F (1)
AMP+STR+TET+CHL+SUL (2) blarenaptstrA-strB+tet(B)+catA+sul2 (1) S. Typhimurium (2) c(2)

blarem-1ptstrA-strB+tet(B)+sull+sul2 (1)
AMP+STR+NAL+TET+SUL (1) blarem-1+strA-strB+tet(A)+tet(B)+sul2 (1) Salmonella sp. (1) -
AMP+AMC+STR+TET+CHL+SUL (14) blaoxa1taadAl+tet(B)+catA+sull (3) S. Typhimurium (14) A(3)

blapse.1taadA2+tet(G)+floR+sull (9) B (9)

blapse.1 taadA2+tet(B)+tet(G)+floR+sull (1) B (1)

blapse.1taadA2+tet(G)+floR+sull+sul2 (1) B (1)



AMP+STR+TET+SUL+TRM+SXT (6) aadA2+tet(A)+sull+dfrA12 (1) S. Rissen (1) c@
aadA2+tet(B)+sull+dfrA12 (1)° S. Rissen (1) c@
blarem-1atstrA-strB+tet(B)+sul2+dfrAl (2) S. Typhimurium (2) D, c(2)
blarem-1atblaremantstrA-strB+tet(B)+sul2+dfrAl (1) S. Typhimurium (1) D, c(1)
blarem-1ntaadAl+strA-strB+tet(A)+tet(B)+sull+sul2+sul3+dfrAl (1) S. Typhimurium (1) E,af
AMP+AMC+STR+NAL+TET+CHL+SUL (1) blapse.1taadA2+tet(G)+floR+sull (1) S. Typhimurium (1) B(1)
AMP+AMC+STR+TET+SUL+TRM+SXT (1) blarem-1atstrA-strB+tet(B)+sul2+dfrAl (1) S. Typhimurium (1) D, c(1)
AMP+AMC+NAL+TET+SUL+TRM+SXT (1) blarem-aptstrd4-dfrAl4-AstrA-strB+tet(A)+sull+sul2 (1) S. Typhimurium (1) g(1)
AMP+AMC+GEN+TOB+STR+TET+CHL+SUL (1) blapse.1+aac(3)-1V+aadA2+tet(G)+floR+sull (1) S. Typhimurium (1) B (1)
AMP+GEN+TOB+CHL+SUL+TRM+SXT (1)° blarem-1ntaac(3)-1V+aadA2+cmlAl+sull+sul2+sul3+dfrAl2 (1) S. Typhimurium (1) C,b(1)
AMP+GEN+TOB+STR+TET+CHL+SUL+TRM+SXT (1) blaremataac(3)-1V+aadAl+aadA2+tet(A)+tet(B)+cmlAl+sull+sul3+dfrAl (1)  S. Typhimurium (1) E, G (1)

®Abreviaturas: AMP: ampicilina, AMC: amoxicilina/acido clavulanico; FOX: cefoxitina; NAL:-acido nalidixico; GEN: gentamicina; TOB: tobramicina; STR: estreptomicina; TET: tetraciclina; CHL: cloranfenicol;
SUL: sulfamidas; TRM: trimetoprim; SXT: trimetoprim/sulfametoxazol.

PE| fenotipo ACSSUT est4 marcado en negrita.

“Los aislados con fenotipo AMC corresponden a aquellos que mostraban sensibilidad disminuida a amoxicilina-4cido clavulanico (AMC"®).

YEl gen de resistencia a estreptomicina aadA corresponde a aadAl o aadA2.

*Estructuras de los integrones (A-G) y entornos de los genes sul (a-g) segun la Figura 2.

Genotipo de resistencia a AMP no detectado.

“Resistencia intermedia a estreptomicina.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

The plasmids implicated in the mobilization of beta-lactamase genes in ESBL- and AmpC-
producingSalmonella entericaésolates recovereftom three Spanish hospitals were characterized.

The temporal stability of these plasmids and of resistance phenotype without antimicrobial pressure
was also assessed in the laboratory setting. The resistance determinants and their genetic
environments were characterized by PCR-sequencing, and their genomic location was analyzed by
S1-PFGE and I|-Ceul-PFGE followed by Southern-blot hybridization. Th8&.ldntericastudied

strains carriedblacty.m.o (serovar Virchow, 2 isolatesPlacrym.10 (Virchow, 2), blactx-ia
(Enteritidis, 1),blactxv-15 (Gnesta an. entericagroup C, 2)blagyy., (Livingstone, 1)blagyy.1o
(Enteritidis, 1) andblacyy., (Bredeney, 2). The Bcpl-blaryxv.14-1S903 and 1FEcpl-blarym.1s-

orf477 genetic structures were detected. Incll and IncA/C plasmids categg .14, blacTx-m-15
andblacyy.» genes. Thélacryxv.e included into an IN60 complex integron and ke 1y .10 linked

to a phage related element, were found into non-typeable plasmids. Conjugation and temporal-
stability experiments were performed in vitro through daily passages (100 days) in the absence of
antimicrobials. In the stability experiments, five of the 11 tested isolates lost the ESBL or AmpC
plasmidic genes and this fact was associated to the concomitant loss of the whole or partial plasmid.
As conclusion, successful plasmids belonging to different Inc-grmgislize ESBL and AmpC
encoding genes i8. entericaThe loss of ESBL/AmpC genes in absence of antimicrobial pressure
might explain the low prevalence of these beta-lactamases é®admgnellasolates.

Keywords:

ESBL

blacrx.m, blashy, blacuy,
plasmid,Salmonella enterica

Introduction

Nontyphoidal salmonellosis is one of the most prevalent
foodborne bacterial infections in Europe, é8almonella
enterica subsp. enterica causes numerous foodborne
outbreaks. Over the last decade, the increasing incidence
of extended-spectrum (ESBLs) and AmpC-type beta-
lactamases in Enterobacteriaceae compromises the
efficiency of third generation cephalosporins, one of the
elected treatments for salmonellosis [1]. However the
prevalence of ESBL and AmpC beta-lactamases is still
low in Salmonellg2-7].

blactxm2, blacrxmoe, blacrxmaa blacwy and blagyy
genes [1,4,7,8]. The emergence of epidemic clinical and
foodborne strains harbouring plasmids whlazsg, or
blaampc is of great concern [1,3,7].

Selection pressure by antimicrobial usage has been
studied as one of the determinant factors for persistence
of plasmids over bacterial generations [9]. However, the
loss of complete plasmids or of some antimicrobial
resistance genes, could affect the bacterial fithess cost
[9]. This fact could be a factor implied in the low

Plasmids belonging to different Inc-groups have been
studied as vehicles of beta-lactamase gene dissemination.
Some of them, designated as “epidemic resistance
plasmids” due to their propensity to acquire and transfer
resistance genes, have been involved in the spread of

prevalence of this type of beta-lactamases among
Salmonellaspecies. For that reason, the objective of our
work was to characterize the plasmids implicated in the
mobilization of beta-lactamase genes in a collection of
ESBL- and AmpC-producingS. enterica isolates



recoveredrom different Spanish hospitals, as well as to
assess in vitro the temporal stability of these plasmids in
the absence of antimicrobial selective pressure.

Material and methods
2.1. Bacterial isolates.

From the routinely collection ofS. entericaisolates
stored in three Spanish hospitals, elev&n enterica
isolates were selected for this work because only those
exhibited AmpC (two isolates) or ESBL (nine) phenotype
[Hospital San Pedro, Logrofio, 2 isolates; Complejo
Hospitalario de Pontevedra, 4 isolates; Hospital
Universitario Central de Asturias, 5 isolates]. All isolates
were obtained from faecal samples of different patients
during 2003-2009S. Virchow (4 isolates)S. Bredeney
(2), S. Enteritidis (2),S. Gnesta (1)S. Livingstone (1),
andS. entericaserogroup C (1) were the serovars found.
Preliminary studies were previously performed in some
of these isolates [6,10].

2.2. Antimicrobial susceptibility testing.

Susceptibility testing to 20 antimicrobial agents was
determined by the disc-diffusion method, and the MIC
values of ampicillin, cefotaxime, ceftazidime, aztreonam
and cefoxitin by the agar dilution method (CLSI, 2012).

2.3. Genetic relatedness

The clonal relationship of th&. entericaisolates was
examined by PFGE, using Xband Spel enzymes,
following the PulseNet protocol (http://www.pulsenet-
europe.org). Multilocus sequence typing (MLST) was
performed according to the website database
recommendations (http://mist.ucc.ie/mist/dbs/Senterica).

2.4. Characterization of antimicrobial resistance genes
and integrons.

The presence oblargy, blashy, blactyxm, blaoxar and
blapsg.1genes, and thiglacrx.v genetic environment were
investigated by PCR-mapping and sequencing [6,10,11].
Multiplex PCR was carried out for detection of AmpC-
type beta-lactamase genes [10].

Tetracycline  fet(A)-tet(E)tet(G)],  aminoglycoside
[aadAlstrA-strB/aac(3)-I/aac(3)-Il/aac(3)-
IV/ant(2")/aph(3)-la/aph(3)-lla/aac(6)-1b],
sulphonamidessull/sulZsuld, trimethoprim HfrA], and
quinolone finrA/gnrB/gnrSgepA resistance genes were
studied by PCR [10].

The presence of class 1, 2, and 3 integrase-encoding
genes and thgacEA1l+sullregionwas analysed by PCR.
The gene cassette arrangements were PCR-amplified and
subsequently sequenced [10].

2.5. Conjugation experiments

The bla genes transference was tested by conjugation
experiments using the filter mating method and Ehe

coli CSH2a. (rifampicin-resistant) recipient strain [11].
The blactxm-, blagyy- or blacyy—positive
transconjugants were selected using BHI agar plates
containing rifampicin (100 mg/L) plus: cefotaxime (5
mg/L), ceftazidime (8 mg/L) or cefoxitin (16 mg/L),
respectively. PFGE was applied to compare the
transconjugants, donor and recipient patterns, and
phenotypic and genotypic analyses were performed over
selected transconjugants [11].

2.6. In vitro experiments for stability of ESBL and AmpC
resistance genes in the absence of antimicrobial selective
pressure.

All ' S. entericastrains were subsequently plated onto

antimicrobial-free BHI agar medium for daily-passages

during 100 days. The ESBL and AmpC-resistance

phenotype was checked daily and when variations were
detected, a complete study was done. After 100 days, all
the strains were checked for other genotypic and
phenotypic variations. This experiment was designed to
detect strains that have lost the phenotype (LP) of interest
(ESBL or AmpC) in the laboratory setting. These strains

were named as: LP-strain-days of passages in
antimicrobial-free medium.

2.7. Plasmid characterization and location of resistance
genes.

The plasmids of donor, transconjugant and LP strains
were classified into Inc-groups by the PCR-based
replicon typing scheme [12] and plasmids belonging to
Incll and IncF groups were subtyped by pMLST
(http://pubmist.org/plasmid/)The genes encoding the

toxin-antitoxin systempndAC were tested in selected

Incll plasmid-carrying strains, by PCR with specific

designed primers (pndAC-F: 5'-
ACCGCCGTAAGGCAATGGAG-3'; pndAC-R: 5'-
GCAACAAAGCGGCGGCAGAA-3’). Plasmid DNA

was extracted and purified following a modified alkaline
lysis procedure. The plasmids number/size was
determined by genomic DNA digestion with S1-nuclease
and subsequent PFGE analysis. S1-PFGE gels were
analysed by Southern-blot hybridization usiggecific
probes forblactx.m, blarem, blacwy, blaspy, intll, spvC,
IncFll, IncFIB, Incll, and IncA/C [11]. Thélactx.m.15
chromosomal location was screened by Southern
hybridization of I-Ceul-PFGE profiles witlblacry.m.1s

and 16S rDNA probes [13].

Results and Discussion

3.1.  Antimicrobial  susceptibility testing and
characterization of antimicrobial resistance genes and
integrons

The 11 ESBL/AmpC-producingS. enterica isolates
displayed a phenotype and MIC values compatible with
the presence of beta-lactamase genes (Table 1). It is
important to highlight the diversity of beta-lactamase



families identified, even within the same serovar and
despite the small number of isolates studied.

CTX-M is the most widely disseminated beta-lactamase
family amongS. entericaof human and animal origin
[1,2,5,7,8]. Indeed, sevdnlacrx.m-positive isolates were
detected among our nine ESBL-produciSgimonella
Theblactx.moe gene detected into the IN60 comptanl-
type integron (Table 2, Figure 1A) was found in t&o0
Virchow, and theblacrxm1o gene linked to a phage
related element was detected in the other wdirchow
isolates (Table 2, Figure 1C and 1D).

The CTX-M-14 enzyme, found in Spain and in the Asian
continent [2,8], was identified in one of o8rEnteritidis
isolates (Table 1). Thdlacrxwm1s and blargy: gene
combination was detected in tw®. entericaisolates
(Table 1). The blacrxm-14 and blacrxwm.1s genetic
surroundings showed theBE8plelement upstream of the
bla genes, and 3 andorf477 downstreanof blactx.-

14 and blactx.m.15, respectively (Table 2, Figure 1E and
1F).

SHV-2 and SHV-12 beta-lactamases were found in our
study in Livingstone and Enteritidis serovars,
respectively (Table 1).

The highest MICs of cefoxitin (64 mg/L) were found in
our two S. Bredeney isolates that harboured thEdfl-
blacuy-o-blc-sugE structure (Table 1, Figure 1G). The
blacuy> gene is the most disseminated among AmpC-
producing S. enterica serovars from both animal and
clinical samples [2,7], including serovar Bredeney [2,5].

Six of our 11 isolates showed a multiresistance
phenotype X3 antimicrobial families). All isolates were
susceptible to ciprofloxacin, tobramycin, amikacin, and
chloramphenicol, while nalidixic acid resistance was only
found in the fourS. Virchow and oneS. Enteritidis
isolates (Table 1). Table 2 shows the genes observed in
most of the
tetracycline/streptomycin/sulphonamides/kanamycin/trim
ethoprim-resistanbalmonellasolates.

3.2. Genetic relatedness

MLST analysis identified 6 sequence types (ST) among
the 11S. entericasolates. The&. Gnesta belonged to the
firstly described ST1587 (Table 1). PFGE-Xbal/Spel
patterns (data not shown) revealed a clonal relationship
among isolates belonging to the same serovar. In this
sense, isolates were clustered by serovar and also by ST
(Table 1). The C1220 strain, for which no serovar was
possible to determine, belonged to ST599, which is
commonly associated with serovar Concord according to
the MLST database. Theblagyy.oharbouring S.
Livingstone strain was assigned to the ST457, only
reported, so far, in S. Livingstone in Spain
(http://mist.ucc.ie/mist/dbs/Senterica).

3.3. Gene transfer assays and in vitro genetic stability
experiment. Plasmid characterization and location of
genes

Beta-lactam resistance was transferred by conjugation
(frequency range 1B-10° transconjugants/donor) in
eight of the 11S. entericastrains (Tables 1 and 2). In all
cases, parental and its transconjugant strain exhibited the
same antimicrobial phenotype/genotype, except for
nalidixic acid resistance.

The blacTx.m9 gene has been previously found in a wide
variety of plasmids [4], specifically in IncHI2 plasmids
amongs. Virchow isolates in Spain [5]. However in our
work, theblactxm.e, blarem.s and the In60 integron co-
existed in self-transferable but non-typeable plasmids of
335 and 370 kb inS. Virchow C516 and C650,
respectively (Table 2). The Tc-C650 and C650 strains
showed the same genotype, whereas the Tc-C650
plasmid was slightly smaller. The C650 stréimst the
intll and dfrAl16 genes, while the rest of the In60
integron structure remained intact after 100 passages
without antimicrobial pressure (Figure 1B). The removal
of theintll gene and overlapping promoter prevents the
insertion, rearrangement and expression of gene
cassettes, but the presence dCR3 upstream oblacrx.

v-o allows its expression and the ESBL-phenotype was
observed in LP-C650-100 strain.

The blactxm10 gene was located on 310 kb plasmids
from two S. Virchow strains. In the W19 strain,
conjugation experiments were successful, and after 100
days without antimicrobial pressure, a smaller 210 kb
blactx.m-10-harbouring plasmid was detected apparently
linked to thetetB) loss. IncK and IncHI1 plasmids
containing theblacrx.m-10 gene have been reported Bn

coli andS. Virchow isolates [4,5], but those found in our
study could not be typed.

S. Enteritidis strain W192 showed two plasmids. The
spvC probe hybridized on a non-conjugative
INCFIIS(ST1)+IncFIB(ST22) multireplicon, which
corresponds to theS. Enteritidis virulence plasmid
(GenBank accession ndN885080; and theblactx.m-14a
probe hybridized on a self-transferable Incl1-ST80
plasmid in both W192 and TC-W192 strains. The
parental W192 strain lost the ESBL phenotype after 72-
days. Theblactxm.14 gene has been detected on IncK,
IncFlls and Incll plasmids irsalmonella,and on an
Incl1-ST6 plasmid in humas. Enteritidis, but as far as
we know, not on Incl1-ST80 plasmids [3,4,5].

The co-existence of the E8pl-blacrxwm.1s arrangement
and the blargy..-containing T8 transposon on InckF
plasmids has been previously reported [4]. In our work,
the ISEcplblacrym.is-0rf477 and blargy.: gene were
found into IncA/C and Incl1-ST68(CC31) plasmids in
C1220 and C1189 strains, respectively (Figure 1F, Table
2). In C1220 strain, the 420 kb IncA/C plasmid
harboured theblargym.1, blactxmas and intll genes;
whereas in LP-C1220-100 strain, only thlergy., probe



hybridized in the 275 kb IncA/C plasmid (Table 2).
Differences in size and resistance phenotype reflected
thatblacTx.w-15 gene and the class 1 integron (Figure 1H)
were lost after 100 passages without antimicrobial
pressure. Hybridization experiments also showed a copy
of theblactx.m.15 gene in the chromosome of both C1220
and LP-C1220-100 strains. Thécrx.m15 chromosomal
location has been previously reported [13], suggesting a
possible plasmid integration or transposition events
mediated by IEcplelement.

Hybridization and conjugation experiments demonstrated
that theS. Livingstone strain C493 harboured thi@gyy.»

gene and a class 1 integron on a self-transferable 115 kb
Incl1-ST27(CC26) plasmid (Table 2, Figure 1I). After 11
passages in antimicrobial-free medium, no ESBL
phenotype was observed in LP-C493-11 strain and the
plasmid size was 100 kb, consistent with thasyy.,
gene loss (Table 2).

Although the backbone of Incll plasmids is considered to
be highly conserved;. Enteritidis strain C1221 carried a
10 kb Incll plasmid, which amplified thepll gene but
lacked the maintenance toxin-antitoxindACsystem as
well as the other pMLST genes. This smiallbsyy. 1o
carrying Incll plasmid was not self-transferred by
conjugation and it was completely lost at the fifth day of
propagation without antimicrobial pressure (Table 2).
The original strain and LP-C1221-5 also harbouredsthe
Enteritidis virulence plasmid.

S.Bredeney strain C1219 harbourebtlacyy.» gene on a

90 kb self-transferred Incl1-ST2(CC2) plasmid that
conserved thendAC module and the rest of pMLST
genes. However, this plasmid was completely lost after
49 passages in antimicrobial-free medium. The other
blacyy-o-positive strain (C1218) also presented it on a
conjugative and stably maintained Incl1-ST18 plasmid
(Table 2). The Incl1-ST2 plasmids carryibigcyy.. have
been extensively detected amdagcoli and Salmonella
isolates from different origins [5,7], but serovar Bredeney
has been more associated with IncA/C plasmids [3].

Globally, in this study, the Incll plasmid family carried
the CTX-M-14, CTX-M-15, SHV-2, SHV-12 and CMY-

2 encoding genes, whereas large non-typeable plasmids
harboured theblactxme and blacrxmio genes. The
blactxm.1s gene was also detected in chromosomal
location. The ESBL and AmpC genes were transferred
from 72% of our Salmonellastrains into theE. coli
recipient strain. It is noteworthy thdblasy.1, and
blacuwy-» genes and/or other resistance genes were lost in
45% of the studiedalmonellastrains after passages in
antimicrobial-free-BHI-plates. Not only resistance genes,
but also complete Incll plasmids, were lost during the
genetic-stability experiments in two strains. The absence
of the toxin-antitoxinpndAC genes, and other genes of
the Incll backbone, could explain its loss after only five
antimicrobial-free passages. Although there is no
evidence for deficiencies in the backbone bidcyy.o-

harbouring Incll plasmid, its loss after 49 days could still
be due to small deletions/mutations in maintenance
genes, failures in the inheritance system, or to a high
fitness cost imposed on the host [9].

Although the common believe is that the removal of

antimicrobial pressure can reduce the number of

antimicrobial-resistant bacteria partially due to the

plasmids loss [14], recent studies demonstrated that some
plasmids impose little fithess impact on host strains,

resulting in a high persistence and maintenance over
bacterial generations [14,15]. Compensatory mutations
within the organism can ameliorate the biological cost of

these resistance elements [15].

This is the first work in which the ESBL and AmpC
encoded genes 0S. enterica strains were studied
assessing the plasmid content of each strain, the
implication of these plasmids in the mobilization of beta-
lactamase genes and its stability in thevitro situation.

The ESBL and AmpC genetic dissemination and
maintenance could be an important factor which affects
the prevalence of this type of beta-lactamases among
Salmonellaspecies, and involves a public health risk
related to beta-lactam resistance transference among
different bacteria.
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Figure 1. Genetic environments of the beta-lactamase genes and gene cassette arrangements included in the class 1 integrons detected among the ESBL an&ampRzljsosiiteeica

strains.
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Table 1.Resistance phenotype and beta-lactamases dete@atihinnella entericdonor, transconjugant and loss of phenotype (LP)-derived strains obtained from genetic-stability experiment.

Strain’ Serovar MIC * (mg/L) of bla beta-lactamase Resistance phenotype to other antimicrobial
(ST/IPFGEY AMP CTX CAZ ATM FOX phenotype agents
C516 E/S'rTC;‘g/"F",la) >512 16 4 4 8 ESBL CTX-M-9 + TEM-1 NAL, KAN, STR, TET, SUL, TMP, SXT
Tc-C516 ESBL CTX-M-9 + TEM-1 KAN, STR, TET, SUL, TMP, SXT
C650 E/SI[I(.TS/'V;]_&) >512 16 4 4 8 ESBL CTX-M-9 + TEM-1 NAL, KAN, STR, TET, SUL, TMP, SXT
Tc-C650 ESBL CTX-M-9 + TEM-1 KAN, STR, TET, SUL, TMP, SXT
LP-C650-100 ESBL CTX-M-9 + TEM-1 NAL, KAN, STR
Virchow
W19 (ST16/P1b) >512 64 4 4 8 ESBL CTX-M-10 NAL, TET, SUL
Tc-W19 ESBL CTX-M-10 TET, SUL
LP-W19-100 ESBL CTX-M-10 NAL, SUL
Virchow
C683 (ST16/P1b) >512 32 4 4 8 ESBL CTX-M-10 NAL, SUL
Enteritidis
w192 (ST11/P2) 512 128 32 16 8 ESBL CTX-M-14a NAL
Tc-W192 ESBL CTX-M-14a -
LP-W192-72 - - NAL
S.entericagroup
C1220 ct (ST599/P3) >512 >256 >256 >64 8 ESBL CTX-M-15 + TEM-1 GEN, STR, TET, SUL, TMP, SXT
LP-C1220-100 ESBL CTX-M-15 + TEM-1 STR, TET, SUL
Gnesta
C1189 (ST1587/P4) >512 >256 >256 >64 8 ESBL CTX-M-15 + TEM-1 -
Tc-C1189 ESBL CTX-M-15 + TEM-1 -
Livingstone
C493 (ST457/P5) >512 64 32 16 4 ESBL SHV-2 STR, TET, SUL
Tc-C493 ESBL SHV-2 STR, TET, SUL
LP-C493-11 - - STR, TET, SUL
Enteritidis
C1221 (STLL/P2) >512 64 >256 >64 8 ESBL SHV-12 NAL, SUL
LP-C1221-5 - - NAL, SUL
Bredeney
C1218 (ST306/P6) >512 32 128 16 64 AmpC CMY-2 SUL
Tc-C1218 AmpC CMY-2 SUL
Bredeney
C1219 (ST306/P6) >512 32 256 8 64 AmpC CMY-2 SUL
Tc-C1219 AmpC CMY-2 SUL
LP-C1219-49 - - -

!Donor strains in bold letters. Tc: transconjugant; LP (loss of phenotype)-derived strain-number (day of ESBL/AmpC phenotype lost; -100: last day of experiment).

23T: sequence type; PFGE: profile was determined by Pulsed Field Gel Electrophoresis.

3MIC values were determined for donor strains. AMP: ampicillin; CTX: cefotaxime; CAZ: ceftazidime; ATM: aztreonam; FOX: cefoxitin; NAL: nalidixic acid; KAN: kanamycin; STR:
streptomycin; TET: tetracycline; SUL: sulphonamides; TMP: trimethoprim; SXT: trimethoprim/sulfamethoxazole; GEN: gentamicin.

“Serovar was not possible to completely determine in this strain.



Table 2.Location of beta-lactamase genes and characterization of plasmids carrying 8emanella entericand the derived strain.

ESBL/AmpC Detected plasmids and PFGE-S1 hybridization
.t ESBL/AmpC . genetic No. of . .
Strain gene Other resistance gene's environment plasmids :ilz‘zsr(rlllg) I(?Sgrp)lslcon type Detected genes
and integrons’
C516 blacTx-m-o blarem.1n, aph(3’)-1,aadA2, strA-strB, té), sull, sul2, dfrA16 A 1 335 NT blacrxme,
blargm-1p intll
Tc-C516 blacTxmo blarem-1,, aph(3)-1,aadA2, strA-strB, téd), sull, sul2, dfrA16 A 1 335 NT blacrxys,
blargm.1p, intll
C650 blacrx-m-o blarem-1,, aph(3))-1,aadA2, strA-strB, té), sull, sul2, dfrA16 A 1 370 NT blacryqns,
blargm-1r, intll
Tc-C650 blacrxars blarey.1, aph(3)-1,aadA2, strA-strB, té8), sull, sul2, dfrA16 A 1 350 NT blacryuns,
blargm-1r, intll
LP-COS0-100 pracrane blarey. aph(3)-1,aadA2, StrA-strB, sull, sul2 B 1 340 NT oo
‘TEM-1k
ng blaCTX,M_lc Su|2, te(B) C 1 310 NT bIaCTX,M_lc
Tc-W19 blactx-m-1c¢ sul2, te(B) C 1 310 NT blacTx-m-1c¢
LP-W19-100 blacTymic sul2 C 1 210 NT blacTymic
C683 blacTyum.1c sul2 D 1 310 NT blacTym-ic
w192 blacTx.m-14a None E 2 95 Incll (ST80) blacTx-m-14
60 IncFlls
(ST1)+IncFIB
(ST22%
Tc-W192 blacTx-m-14: None E 1 95 Incll (ST80) blactx-m-14
LP-W192-72 - None - 2 95 Incll (ST80) -
60 IncFlIs
(ST1)+IncFIB
(sT22f
C122¢0 blactx.m.15 blarey.1, @aadA, tetA), sull, sul2, dfrA12 F, H 1 420 IncA/C blactx-m-15
blargm-1p, intll
LP-C1220-1060 blacTxum.15 blargy.: aadA, tefA), sul2 F 1 275 IncA/C blarem.1t
C1189 blactxm1s blarem1 F 1 85 Incll (ST68, blacTymis:
CC31) blarem-1nen
Tc-C1189 blacTx-m-15 blargm-1 F 85 Incll (ST68, blacTx-m-15
1 CC31) blarem-1new
C493 blagy.2 aadAl, tefA), sull | 1 115 Incll (ST27,  blagy.z, intll
CC26)
Tc-C493 blashy.2 aadAl, tgtA), sull I 180 Incll (ST27, blaghy.o, intll
1 CC26)
LP-C493-11 - aadAl, teA), sull | 1 100 Incll (ST27, intl1

CC26)




C1221 blagyy.12 None - 2 60 IncFlls
(ST1)+IncFIB

10 (sT22f blagiy.12
Incll (NT)®
IncFlls
LP-C1221-5 - None - 1 60 (ST1)+IncFIB
(sT22f
C1218 blacwuy-2 None G 1 85 Incll (ST18) blacwy-2
Tc-C1218 blacwy-2 None G 1 85 Incll (ST18) blacwy-2
C1219 blacyy-2 None G 85 Incll (ST2, blacyy-2
1 cc2)
Tc-C1219 blacyy-2 None G 85 Incll (ST2, blacyy-2
1
CC2)
LP-C1219-49 - None - - - - -

IDonor strains in bold letters. Tc: transconjugant; LP: loss of phenotype-derived strain (-number: day of phenotype change, -100: last day of experiment). None: none analysed gene was
detected. ---: the gene was lost in comparison with the parental strain.

The genetir environments are named according to Figure 1.

3ST: sequence type. NT: Non-typable incompatibility group plasmid.

“ThespvCprobe hybridized on this plasmid, consistent with the specific virulence plas@iéwoferitidis.

*The probedlacrx.w.15 hybridized also on the chromosome (I-Ceul-PFGE hybridization).

®The Incl1 plasmid was not typeable (NT), the pMLST genes were absent.
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