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Resumen







Las salmonelas no-tifoideas que causan actualmente infecciones en seres humanos son
frecuentemente epidémicas y resistentes a los antimicrobianos (R), ademds de virulentas (V). La
evolucién de las bacterias en cuanto a la adquisicion de determinantes-V y/o -R se debe,
fundamentalmente, a la incorporacién, a menudo secuencial, de piezas de ADN, cuya combinacién
origina nuevos elementos genéticos, que quedan inmediatamente sometidos a la seleccién natural
en un ambiente cambiante. Los genes-V y -R pueden estar aislados, formando pequeiias
agrupaciones (islotes) y/o en agrupaciones mayores (islas gendmicas o de patogenicidad) y pueden
ser de localizaciéon cromosémica o plasmidica. Los genes-R, una vez seleccionados, pueden
mantenerse en las bacterias originarias y su descendencia o bien diseminarse entre bacterias mds o
menos relacionadas a través de los elementos genéticos méviles (EGMs) entre los que destacan el
sistema integron-casete génica, los transposones, los plasmidos y las islas gendmicas de resistencia.

En la presente tesis se llevaron a cabo estudios de epidemiologia molecular en 176
aislamientos de Salmonella enterica pertenecientes a tres serotipos no prevalentes, aunque
causantes de alertas epidemioldgicas: Hadar, Brandenburg y Ohio. Se determiné el impacto
epidemiolégico de los mismos, identificando los tipos endémicos y prevalentes en el Principado de
Asturias y su posible presencia en otras dreas geogréficas. Los subtipos fueron trazados mediante
andlisis de macrorrestriccién gendmica-PFGE y genotipos-R y -V. Como ejemplo tenemos que los
subtipos prevalentes de Hadar se pueden considerar endémicos en Espafa y uno de ellos causé un
brote nacional asociado a la salsa de pollos asados comerciales en 2005. Los estudios de resistencia
revelaron un amplio porcentaje de cepas con resistencia multiple (RM) y una correlacién entre ésta
y la presencia de EGMs. En los tres serotipos se identificaron plasmidos-R, de tamafio variable
(9-300 Kb) y diferentes genotipos-R, la mayoria de los cuales resultaron conjugativos. En
aislamientos con RM de Brandenburg y Ohio, pero no de Hadar, se detect6 un integrén de clase 1
(1600/dfrAl-aadAl), asociado a transposones de tipo Tn2/ y estos, a su vez, a Tn9. En aquellos
resistentes a tetraciclina se encontraron transposones de tipo Tn/72/ y Tnl0, portadores de los
genes tet(A) y tet(B), respectivamente. Esta es la primera vez que se estudian los perfiles de
genes-R en los plasmidos del serotipo Hadar y la organizaciéon de los EGMs implicados en la RM
en los serotipos Brandenburg y Ohio. La determinacién de los perfiles-V revelé pequeiias
diferencias intra-serotipo en el caso de Hadar y Brandenburg (presencia/ausencia de sopE). Las
variaciones inter-serotipo eran mayores: Hadar carecia de los genes agfA, sugR y rhuM, presentes
en los otros dos serotipos, mientras que todos los aislamientos de Ohio presentaron un gen sugR
delecionado y fueron negativos para sopE. Todos los aislamientos posefan las cinco islas de

patogenicidad (SPI1-5) identificadas en la cepa tipo S. Typhimurium LT2.
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1. EL GENERO SALMONELLA: CLASIFICACION Y CARACTERISTICAS GENERALES

El género Salmonella se incluye en la Familia Enterobacteriaceae, Orden
Enterobacteriales, Clase y-Proteobacteria (Garrity et al., 2004). Actualmente se aceptan dos
especies, S. enterica y S. bongori. La primera agrupa a las subespecies enterica (subesp. ),
arizonae (subsp. Illa), diarizonae (subsp. IlIb), houtenae (subsp. IV), salamae (subsp. II) e indica
(subsp. VI). La subespecie enterica se aisla de humanos y de animales de sangre caliente e incluye
la mayoria de los aislamientos patégenos de humanos. El resto de subespecies de S. enterica asi
como S. bongori se encuentran principalmente en animales de sangre fria y en el ambiente. Esta
segunda especie es la mds antigua e incluye una unica subespecie (subsp. V). Ademads, de acuerdo
con sus caracteristicas antigénicas, las bacterias del género Salmonella se clasifican en serogrupos
y serotipos (apartado 2), considerados estos tltimos como especies hasta finales del siglo XX.

Se trata de bacilos Gram negativos (Fig. 1A) aero-anaerobios facultativos con un contenido
en guanina-citosina (GC) de 50-53%. No producen endosporas. Generalmente son méviles por
flagelacion peritrica (Fig. 1B), a excepcién de los serotipos Gallinarum y Pollurum y variantes

inméviles de otros serotipos.

A B

o

R G

Figura 1. Salmonella sp.

|

(A) Tincién Gram (http://www.visualsunlimited.com/browse/vu132/vul32592.html)

(B) Flagelacion peritrica. (http://science.nasa.gov/headlines/y2003/01dec_yeast.htm)

La mayoria produce gas por fermentacién de carbohidratos, especialmente glucosa, con
varias excepciones: serotipos Typhi (cuyo reservorio y hospedador susceptible es el hombre),
Gallinarum y Pullorum (cuyo reservorio y hospedador susceptible son las gallindceas) y algunas

variantes mutantes de serotipos productores de gas entre los que destaca por su frecuencia
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relativamente alta el serotipo Dublin (Corral y Perea, 1992). Producen el enzima catalasa y dan
negativo en la prueba de la citocromo oxidasa. Reducen los nitratos a nitritos. Toleran altas
concentraciones de sales biliares y su crecimiento no resulta inhibido por la presencia de colorantes
como el azul de metileno, la eosina, la fucsina 4cida, el cristal violeta o el verde brillante. Esta
resistencia se emplea para el disefio de medios de cultivo selectivos, como el agar Hektoen (EH), el
agar verde brillante o el agar eosina-azul de metileno (EMB). Las altas concentraciones de sales
biliares asi como los distintos colorantes adicionados a estos medios van a inhibir la flora
acompafante permitiendo el crecimiento selectivo. La morfologia de las colonias de Salmonella en
estos medios, al no fermentar la lactosa y producir H,S, se utilizard como carécter diferencial de

género (Fig. 2).

Figura 2. Medios diferenciales para el aislamiento de Salmonella sp. Las colonias de este microorganismo

presentan un centro negro por produccién de H,S. (A) Agar EH. (B) Agar XLD

Son capaces de crecer en un rango de temperatura que varia desde los cinco a los 45-47°C,
siendo la temperatura 6ptima de 35-37°C. El pH 6ptimo 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, correspondientes a productos deshidratados, sobreviven largo tiempo. En los
alimentos pueden multiplicarse hasta valores de a,, iguales a 0,93. (Gledel, 1995; Mossel et al.,

2002).

2. SEROTIPOS DE SALMONELLA

La serotipificacién de Salmonella se basa en el sistema de Kauffmann-White que, al igual
que en otras enterobacterias, utiliza tres tipos de antigenos de superficie: somaticos (O), flagelares

(H) y capsulares (K). Por esta via se han identificado mas de 30 serogrupos y mds de 2500
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serotipos (ver ejemplos relevantes en tabla 1). La gran mayoria pertenecen a S. enterica, mientras

que S. bongori incluye menos de diez, todos ellos poco frecuentes (Reeves et al., 1989).

Tabla 1. Férmula antigénica de algunos serogrupos y serotipos de S. enterica subespecie enterica

SEROGRUPOS/serotipos Antigeno O Antigeno H

Primera fase Segunda fase
Grupo A (Antigenos 1, 2)
Paratyphi A 1,2, 12 a (1,5)
Grupo B (Antigeno 4)
Typhimurium 1,4,(5),12 i 1,2
Brandenburg 4, (5),12 Iv e, n,Zs
Paratyphi B 1,4,(5),12 b 1,2
Grupo C (Antigeno 6)
Grupo C,
Virchow 6,7, 14 r 1,2
Ohio 6,7,14 b 1, w
Infantis 6,7, 14 r 1,5
Braenderup 6,7,14 e, h e, n, Zis
Grupo C,
Hadar 6,8 Z1o e, n, X
Muenchen 6,8 d 1, 2: (z¢7)
Newport 6, 8,20 e, h 1, 2: (zg7)
Grupo D (Antigeno 9)
Panama 1,9,12 1, v 1,5
Enteritidis 1,9,12 g, m -
Typhi 9, 12 (Vi) d -
Grupo E (Antigeno 3)
London 3,10 (15) Iv 1,6
Grupo G (Antigeno 13)
Havana 1,13,23 f, g, (s) -

Los antigenos entre paréntesis pueden estar presentes o no y los subrayados dependen de conversion lisogénica

Los serotipos en negrita (Hadar, Brandenburg y Ohio) son objeto de estudio especifico en esta tesis

Los antigenos somaticos (O) son termoestables y alcohol-resistentes. Forman parte del

lipopolisacarido (LPS) sito en la membrana externa de la pared celular y que posee

estructuralmente tres zonas (Fig. 3):

= Lipido A, zona mds interna y con actividad téxica intensa (endotoxina).

= Polisacérido central o nticleo del polisacdrido, formada por varios aziicares, muchos de

ellos con estructura poco comun.

= Cadena lateral O. Es una cadena heteropolisacaridica, mids o menos larga, que se

extiende hacia fuera del nicleo. Su composicién es altamente variable, constituyendo

el antigeno O, que proporciona la especificidad.

Existen antigenos O mayores o factores principales que son los que definen el grupo

antigénico o serogrupo (por ejemplo todos los serotipos pertenecientes al serogrupo C presentan el
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antigeno 6). Los antigenos O menores o factores secundarios, estan ligados a un factor principal y
no tienen valor discriminatorio. Algunos se originan por cambios quimicos de un antigeno mayor,
como O: cinco que se produce por la acetilacion del polisacarido responsable de la especificidad
del O: 4, 12 caracteristico del serogrupo B. Otros se producen por conversion fagica. La inclusién
de un fago en una cepa de Salmonella del serogrupo C (O: 6, 7), por ejemplo, determina la
aparicion del factor O: 14 pasando a ser O: 6, 7, 14. Este fenémeno se denomina exteriorizacién
ligada a la presencia de un bacteriéfago, tal es el caso del serotipo Ohio (Corral y Perea, 1992;

Herrera-Le6n, 2004).

Antigeno O

LAY f } ‘ Porina

| ‘ J 15 T || Lipoproteina Niicleo
\ Antigeno O i INT / . de Braun Polisacaridico
/i

/ il | 7
gy / f.‘ .f/ !' Lipopolisacéridos
mLipidoA
’ : externa

Espacio
peripldsmico

} Membrana
Fosfolipidos Peptidoglicano plasmatica

Proteina integral

Figura 3. Pared celular de una bacteria Gram negativa (Prescott et al., 2004)

Los antigenos flagelares 0 H son de naturaleza proteica y termolabiles. La flagelina,
proteina estructural de los flagelos, es un antigeno importante. Mientras que los extremos
terminales COOH y NH, estan altamente conservados, la regidn central tiene una gran variabilidad.
Esta variacion se usa para definir antigenos flagelares, dentro del esquema de Kauffmann-White.

Algunos serotipos de Salmonella sélo producen un tipo de antigeno H, son los
denominados monofésicos, como Typhi. Sin embargo, la mayoria de los serotipos pueden presentar
dos tipos de antigeno H, llamandose bifasicos. En éstos, el antigeno flagelar puede aparecer de

forma alternativa en fase 1, llamada también especifica y que es caracteristica de cada serotipo o en
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fase 2, que es menos especifica y puede ser comun a varios. Una cepa de Salmonella s6lo expresa
un tipo de antigeno flagelar en un determinado momento.

El sistema estd regulado de forma que una recombinasa, codificada por el gen hin, cataliza
la inversion reversible de un fragmento de 993 pb que contiene el promotor del operén fIjBA. En un
sentido el promotor dirige la transcripcion de los genes fIjB y fljA, que codifican para la flagelina de
segunda fase y para un represor del gen fliC (que codifica la flagelina de primera clase),
respectivamente. En este caso se expresard el antigeno H de segunda fase. Cuando el fragmento se
invierte, los genes fljA y fljB no se expresan, la expresiéon de fliC no se reprime y la bacteria
produce el antigeno flagelar de primera fase (Fig. 4). La variacién de fase, como se conoce a este
proceso, proporciona una obvia ventaja a las bacterias. Los organismos de una determinada
poblacién que consigan cambiar de fase durante el proceso de infeccién podridn sobrevivir a la
respuesta inmune del hospedador ya que, si éste se encuentra produciendo anticuerpos frente a la
flagelina H1, aquellas bacterias que cambien de fase y produzcan flagelina H2 podran escapar a la
accion de los anticuerpos especificos frente a la primera (Corral y Perea, 1992; Relman y Falkow,

1997; Echeita et al., 2002; Herrera-Ledn et al., 2004, 2006).

Py Ppy
Pc Pc
B 4 JUA ff fliCy, liziB 4 fliA fliC\,
N \ Regresor r N r
- = e e = _——u P
— - - ->
Transcripcién Transcripcién

Figura 4. Representacion esquemadtica de la variacion de fase de los flagelos en Salmonella (Madigan et al.,

1998a, con modificaciones)

En cuanto a los antigenos capsulares o K, el tnico que se conoce en Salmonella es el
antigeno Vi, un polimero lineal del 4cido a-1,4 (2-deoxi)-2-N-acetilgalacturénico, que puede estar
acetilado en posicién C3. Se encuentra en tres serotipos altamente invasivos: Typhi, Paratyphi C y
Dublin (Raffatellu ef al., 2006).

Salmonella es uno de los patégenos humanos mds ubicuos en la naturaleza. Su hébitat
primario es el tracto intestinal de los animales, pudiendo encontrarse también en el tracto intestinal
de humanos, en alimentos y en el ambiente. Dependiendo del grado de adaptacion a un hospedador

o ambiente especifico se habla de:
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Serotipos adaptados al hombre: provocan infecciones en humanos pero rara vez afectan a
animales. La infeccion se produce por heces de personas enfermas o de portadores asintomadticos y
los vectores de transmision son el agua, los alimentos y los insectos. Los representantes son Typhi,
Paratyphi A, B y Cy Sendai.

Serotipos adaptados a animales: Pullorum y Gallinarum (pollos y gallinas), Abortus-ovis
(corderos), Abortus-equi (caballos), Choleraesuis (cerdos) y Dublin (vacas). Estos dos dltimos con
frecuencia pueden provocar infecciones invasivas en humanos.

Serotipos no adaptados a hospedadores especificos: son la mayoria y se encuentran
ampliamente distribuidos en la naturaleza. En distintas areas geogréificas predominan distintos

serotipos.

3. CUADROS CLINICOS

Cuando Salmonella interacciona con el hospedador se pueden dar tres posibilidades:

1. Eliminacién del microorganismo por el sistema inmune.

2. Aparicién de un estado de portador asintomadtico.

3. Desarrollo de enfermedad, con distintas manifestaciones clinicas: infecciones
intestinales (enteritis y enterocolitis) e infecciones invasivas. Entre estas udltimas se
incluyen las fiebres entéricas, infecciones paraintestinales y la septicemia, con o sin

infeccion focal.

3.a. Infecciones intestinales

La manifestacién mds comun de la infeccidén por serotipos no tifoideos de S. enferica es la
inflamacién intestinal aguda, que puede afectar al intestino delgado y/o al grueso (enteritis o
enterocolitis). Generalmente, la bacteria penetra en el hospedador via digestiva, a través de
alimentos o agua contaminados. Para la mayoria de los serotipos la dosis infectiva minima se sitia
alrededor de 10°-10° bacterias. Una vez ingeridas, las bacterias alcanzan el estémago donde se
enfrentan al jugo gastrico y a un pH muy &cido, lo que reduce el nimero de microorganismos
viables. Aquellos capaces de sobrevivir pasan al intestino, donde deberdn resistir los 4cidos grasos
bactericidas producidos por la microbiota normal del hospedador, la secrecién de mucina, la
continua eliminacion de células epiteliales y el peristaltismo intestinal que evitan la colonizacion.
Ademds, la monocapa celular del epitelio intestinal supone una barrera fisica a la entrada de
microorganismos e invasion de tejidos mas profundos (Pestka et al., 1985).

Las bacterias que escapan a la primera linea de defensas intestinales, colonizan el ileon y/o

el colon, e invaden el epitelio. El mecanismo de invasién implica la unién inicial a receptores
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especificos de la superficie de la célula hospedadora, seguida por la internalizacién forzada por la
propia bacteria (Wallis y Galyov, 2000). Estudios con animales de experimentacién y cultivos
celulares indican que S. enterica puede penetrar tanto en enterocitos como en células M, células
epiteliales especializadas que recubren los nddulos linfaticos de las placas de Peyer del ileon. La
invasion depende de la actuacion de un sistema de secrecion de tipo 3 (SST3), codificado por la isla
de patogenicidad SPI1 (apartado 4.b). Ademds, la actuacion de este sistema inicia la liberacién, por
parte de las células epiteliales, de citoquinas CXC, como la interleucina 8 (IL8), que ejercen una
accién quimiotdctica sobre polimorfonucleares neutréfilos (PMN), importantes agentes defensivos

de la respuesta inmune inespecifica del hospedador (Tiikel et al., 2006).

Invasién mediada por SPI1-SST3 Respuesta Inmune Innata
%— Translocacin  Reorganizacion del Reconocimiento Produccién de Afluencia de
S. enterica de efectores citoesqueleto de actina por TLR Citoquinas PMN
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Figura 5. Induccién de enfermedad intestinal por S. enterica (Raffatellu et al., 2006)
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Una vez invadido el epitelio intestinal, las bacterias se translocan rdpidamente, alcanzando
la ldmina propia. Aqui, su reconocimiento por receptores localizados tanto en la superficie de
macréfagos como en la cara interna de las células intestinales, origina la produccién de mds
citoquinas CXC, por ambos tipos de células. Esto provoca la afluencia masiva de PMN, sefial de
identidad de la diarrea inflamatoria causada por los serotipos no tifoideos de S. enterica. Los
neutréfilos fagocitan a las bacterias, destruyéndolas eficazmente. Por el contrario, S. enterica posee
la capacidad de sobrevivir en el interior de los macréfagos, gracias a la actuacién de un segundo
SST3, codificado por la isla de patogenicidad SPI2, y de otros factores de virulencia (apartado 4.b).
Sin embargo, los macrdéfagos que han reconocido y fagocitado a las bacterias también liberan
IL-12, responsable del inicio de la respuesta inmune especifica. Esta interleucina actia sobre los
linfocitos T de tipo Thl, que a su vez liberan sustancias, como el interferén y, que activan a
macréfagos, adquiriendo éstos la capacidad de destruir a las bacterias que han sobrevivido en su
interior (Fig. 5; Raffatellu et al., 2006).

El periodo de incubacién tras la ingestion de alimentos o agua contaminados con
Salmonella oscila entre ocho y 72 horas y el cuadro clinico se inicia con nduseas y vomitos
seguidos de dolor abdominal y deposiciones diarreicas, normalmente de moderado volumen y que
suelen contener PMN (Mims et al., 1995). Aparece fiebre en mds de la mitad de los casos,
pudiendo alcanzarse incluso temperaturas de 38-39°C. Es frecuente la aparicién de cdlicos
abdominales. Con menos frecuencia se han descrito sintomas como cefaleas, mialgias y otros de
tipo sistémico (Miller y Pegues, 2000). Normalmente se trata de una enfermedad autolimitada,
desapareciendo los sintomas en un periodo de dos a cinco dias, en el caso de la enteritis, o de dos a
tres semanas, en el caso de la enterocolitis, mas debilitante. LLa remision de los sintomas coincide
con la puesta en marcha de la respuesta inmune especifica del hospedador, que consigue controlar

la infeccidn, gracias a la activacion de los macréfagos.

3.b. Septicemia con o sin infeccion focal

En grupos de riesgo, fundamentalmente en personas inmunocomprometidas, pero también
en jovenes y adultos aparentemente sanos, las infecciones intestinales por Salmonella pueden
evolucionar hacia infecciones extraintestinales. Esto se relaciona con la incapacidad de los
macréfagos de destruir a las bacterias ingeridas. Probablemente transportada por fagocitos,
S. enterica se dispersa por el organismo, inicialmente por via linfatica y después por via sanguinea.
Asi se origina una bacteriemia que puede ser subclinica (aparicién transitoria de bacterias en
sangre), o sintomdtica, a consecuencia de la multiplicacién bacteriana, con riesgo elevado de

evolucionar a septicemia. La septicemia puede transcurrir como infeccién no localizada, que se
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manifiesta con fiebre, cuyos sintomas pueden persistir varias semanas e incluso degenerar en shock
séptico, debido a la actuacién de la endotoxina a nivel de sistema circulatorio. Ademds, al
diseminarse por el organismo, S. enterica puede llegar a colonizar diversos 6rganos, provocando
infecciones focales que afectan fundamentalmente al tracto urinario, vesicula biliar, higado, huesos,
etc. Se han observado también meningitis, neumonias, endocarditis y otros cuadros clinicos graves
(Rodriguez et al., 1998, 2006d; Benenson et al., 2001). Segin datos de la Organizacién Mundial de
la Salud (OMS), anualmente se registran millones de salmonelosis no tifoideas, de las cuales s6lo

algunos miles terminan con la muerte del paciente.

3.c. Fiebres entéricas

Producidas generalmente por los serotipos Typhi, responsable de la fiebre tifoidea y cuyo
reservorio es el hombre, asi como Paratyphi A, B y C, que causan fiebres paratifoideas, cuyos
reservorios son el hombre y con menor frecuencia los animales domésticos. En ambos casos se
trata de enfermedades sistémicas severas que se relacionan con la capacidad de las bacterias de
sobrevivir y multiplicarse dentro de fagocitos mononucleares. El periodo de incubacién varia segin
la dosis infectiva y oscila entre una y tres semanas en el caso de la fiebre tifoidea, siendo mds corto
(de uno a diez dias), en las fiebres paratifoideas, que revisten menor gravedad.

Centrandonos en el serotipo Typhi (Everest et al., 2001), mejor caracterizado, las bacterias
ingeridas llegan al intestino delgado y, via células M de las placas de Peyer (primera exposicién de
las placas de Peyer a S. Typhi), migran a los ganglios linf4ticos mesentéricos, donde se multiplican.
Desde el sistema linfdtico son liberadas al torrente sanguineo, lo que permite su rdpida dispersion
(bacteremia primaria transitoria). Las bacterias son eliminadas de la sangre por los macréfagos que
recubren los sinusoides del higado, bazo y médula 6sea, donde se multiplican activamente. De ahi
regresan a la sangre (bacteremia secundaria), hecho que marca el inicio de las manifestaciones
clinicas. Estas comienzan con incrementos diarios y graduales de la temperatura, acompafiados de
sintomas pseudogripales (malestar general, anorexia, cefaleas) e incluso problemas neurolégicos.

Las bacterias vuelven a ser retiradas de la sangre por los macréfagos y, via higado, pueden
alcanzar la vesicula biliar. Esto permite la reinfeccién del tracto intestinal, estableciéndose la
bacteria en las placas de Peyer del ileon distal (segunda exposicién de las placas de Peyer a
S. Typhi), donde causa inflamacidn, ulceracién y necrosis. Tres semanas después del inicio de la
infeccion pueden producirse hemorragias en la zona ulcerada, e incluso perforacion intestinal con
peritonitis y septicemia subsiguiente, siendo ésta la causa mas comun de muerte por fiebre tifoidea.

Se estima que hay unos 22 millones de nuevos casos en el mundo anualmente y unas

200.000 muertes. La mayoria de estas infecciones tienen lugar en paises en vias de desarrollo,
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donde la enfermedad es endémica. En los paises desarrollados sin embargo, las fiebres entéricas
son infecciones esporddicas que suelen darse en personas que retornan de viajes a paises que

presentan este endemismo (Basnyat et al., 2005; Connor y Schwartz, 2005).

3.d. Estado de portador

Después de una infeccién por Salmonella (mayoritariamente infeccion intestinal, fiebre
entérica o infeccidn urinaria), la eliminacién de la bacteria por las heces o la orina persiste durante
tiempos variables (generalmente algunas semanas). En tal caso se habla de portadores
convalecientes.

También existe el estado de portador crénico asintomdtico, que constituye una forma de
infeccion mas frecuente atn que la inflamacién intestinal aguda, y puede deberse al contacto con
dosis infectivas bajas de Salmonella. Se consideran igualmente portadores cronicos aquéllos que
contindan la eliminacion de la bacteria en heces por periodos superiores a un afio, hecho que ocurre
entre el 1% y el 3% de los pacientes con fiebre tifoidea, que llegan a excretar cantidades del orden
de 10°-10° bacterias por gramo de heces. En otros serotipos no tifoideos el estado de portador
cronico se da en el 1% de los pacientes mayores de quince afios y en el 5,4% de los menores de dos

afos (Jones y Falkow, 1996; Miller y Pegues, 2000).

4. PATOGENICIDAD

De acuerdo con lo expuesto anteriormente, la estrategia patogénica de S. enterica incluye la
penetracion de la barrera intestinal y la interaccién con células del sistema inmune donde actia
como pardsito intracelular. En consecuencia, los mecanismos de virulencia (entendiendo ésta como
grado de patogenicidad en distintas cepas de la misma especie) de S. enterica son necesariamente
complejos (Marcus et al., 2000). De hecho, se estima que el 4% del genoma de la cepa tipo de
Salmonella, Typhimurium LT2, se requiere para la infeccion letal del raton, lo cual supone unos
200 genes de virulencia (Bowe et al., 1998; McClelland et al., 2001).

Podemos distinguir dos grupos de factores de virulencia (Fig. 6). Por un lado, estructuras
superficiales de la bacteria que son, ademds, dianas del sistema inmune del hospedador. Se
incluyen aqui el LPS, con actividad t6xica, debido fundamentalmente al lipido A; los flagelos, que
dirigen a la bacteria hacia el epitelio intestinal, mediante quimiotaxis, permiten atravesar la espesa
capa de mucina, y contribuyen al proceso de inflamacién; la cdpsula, directamente relacionada con
la capacidad invasiva del serotipo Typhi; y las fimbrias. Los tres primeros ya han sido comentados
en el apartado 2. Por otro lado, existen genes de virulencia, localizados en el cromosoma o en

plasmidos, que codifican factores solubles que modifican la fisiologia celular del hospedador o que
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protegen a la bacteria de sistemas antimicrobianos del mismo. Estos genes pueden estar sueltos,
formando pequefas agrupaciones (islotes) y/o en agrupaciones mayores, llamadas islas de

patogenicidad (PI) (Schmidt y Hensel, 2004).
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Figura 6. Localizacién de factores de virulencia representativos de S. enterica (Madigan et al., 1998b,

modificado). Se incluyen algunos genes implicados en virulencia

4.a. Fimbrias

Salmonella tiene varios tipos de fimbrias o “pili” que son estructuras de superficie de
naturaleza proteica consideradas como adhesinas, por facilitar la unién de la bacteria a receptores
especificos de las células del hospedador. Entre ellas estdn las “long polar fimbria” (Lpf) que
median la unién de la bacteria a las placas de Peyer en el ratén. El operén implicado en la
expresion de esta clase de fimbrias es I[pfABCDE, que experimenta variacion de fase. Asi, la
bacteria alterna entre expresar y no expresar Lpf, en respuesta a la produccién por parte del
hospedador de anticuerpos especificos frente a este tipo de fimbrias (Fierer y Guiney, 2001;
Kingsley et al., 2002).

Otro tipo son las “thin aggregative fimbria” (Tafi) que estdn presentes en la mayoria de los

serotipos y requieren la transcripcion divergente de los operones agfDEFG y agfBAC para ser
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funcionales (Romling et al., 1998). Las subunidades AgfA y AgfB constituyen la estructura de la
fimbria. Ambas presentan un tamafio parecido y estructuras similares, sin embargo sus
caracteristicas bioquimicas son muy diferentes. Aunque las dos son necesarias para la
polimerizacién de la fimbria, AgfA es la proteina mayoritaria. El operon agfDEFG participa en la
formacidn y correcto ensamblaje de las fimbrias (White et al., 2003a).

Salmonella presenta ademds “fimbrias tipo 17, codificadas por el operén fimAICDHF y
fimbrias codificadas por pldsmidos de virulencia, como las del operén pefABCDI. Estan descritos,
en S. Typhimurium, hasta un total de 13 operones cromosémicos implicados en la formacién de
fimbrias (Humphries et al., 2003; Weening et al., 2005). No todas ellas estdn asociadas
exclusivamente con la virulencia de la bacteria ya que cepas no patégenas pueden contener uno o

maés tipos de fimbrias.

4.b. Islas de patogenicidad

Las PI son largas agrupaciones de genes que contribuyen a un determinado fenotipo de
virulencia, que generalmente se manifiesta en momentos claves del proceso infectivo. Asi en el
caso de algunas bacterias entéricas, la adquisicion de una unica PI puede convertir a un
microorganismo comensal en uno patégeno. Esto explicaria la emergencia de nuevos patégenos
como resultado de la evolucion de cepas no virulentas. No obstante la adquisicion de una isla de
patogenicidad no siempre garantiza la conversion de la bacteria en patégeno, sino que la virulencia
va a depender del microorganismo receptor y de su hospedador (Marcus et al., 2000).

Las islas de patogenicidad de Salmonella (SPIs) se definen como largas agrupaciones de
genes dentro del cromosoma bacteriano, que codifican para determinantes responsables de
establecer las interacciones especificas con el hospedador y que son necesarios para la expresion de
virulencia bacteriana en un modelo animal. Al igual que otras islas, las SPIs generalmente
presentan un contenido en GC menor que el del resto del cromosoma bacteriano y estan,
frecuentemente, insertadas dentro de genes que codifican ARNt. Esto podria indicar que han sido
adquiridas por transferencia horizontal a partir de fagos o pldsmidos y permite que rdpidamente
unas especies adquieran las complejas funciones de virulencia que presentan otras. En el caso de
algunas SPIs altamente inestables se han detectado secuencias asociadas a elementos genéticos
mdviles como integrasas, transposasas, repeticiones directas o genes fagicos (Hensel, 2004).

SPI1. Es una de las islas mejor caracterizada, se trata de una insercién de 40 Kb en el
cromosoma bacteriano que presenta un contenido en GC significativamente mas bajo que el
contenido medio del genoma de Salmonella. No se encuentra asociada a un gen de ARNt. Esta isla

es necesaria para que se produzca la infeccién intestinal, mediando la invasién de células no-
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fagociticas por Salmonella. Interviene también en la patogenecidad intestinal: inflamacién del
epitelio y sintomas diarreicos (Marcus et al., 2000; Wallis y Galyov, 2000; Zhou y Galén, 2001).
SPI1 contiene, al menos, 29 genes (Fig. 7), que codifican los componentes estructurales de
un sistema de secrecion de tipo 3 (SPI1-SST3) (invA, invH y prgH), proteinas que forman un poro
(traslocén) (sipB, sipC), por el que penetran en el citosol de la célula eucariota proteinas efectoras
secretadas por dicho sistema, algunas de estas proteinas efectoras (spt, genes sip) y proteinas

reguladoras (hilA).
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Figura 7. Representacion de la SPI1 en S. enterica (Collazo y Galan, 1997)

La invasién depende de la actuacién del SPI1-SST3, que inyecta en la célula eucariota una
gran variedad de efectores, no todos codificados por SPIl. Estas moléculas interaccionan
directamente con los sistemas de sefializacion celulares, forzando la entrada del patégeno. Entre
ellas se incluyen dos activadores de las GTPasas Cdc42 y Rac de la familia Rho (SopE y SopE2),
una inositol fosfato fosfatasa (SopB, conocida también como SigD), una proteina de unién a actina
(SipA, conocida también como SspA) y dos efectores de funcién desconocida (SopA y SopD). En
conjunto actuardn de forma concertada para permitir la entrada de la bacteria en células del epitelio
intestinal y para desencadenar el proceso inflamatorio en la mucosa. Crucial para la internalizacion
es la polimerizacién del citoesqueleto de actina en el sitio de contacto con la bacteria, que culmina
con la formacién de proyecciones (“ruffles”) en la membrana de la célula hospedadora. Estas
prolongaciones engloban a la bacteria y después la internalizan. Para completar la entrada y reparar
el citoesqueleto de las células epiteliales, Salmonella inicia la despolimerizacién de la actina
mediada por la traslocacién del efector bacteriano SptP, inhibidor de la actividad GTPasa de Cdc42
y Rac. Al final del proceso, conocido como macropinocitosis, las bacterias se localizan en el
interior de las células hospedadoras, dentro de vesiculas membranosas denominadas SVCs
(vacuolas que contienen Salmonella). Este mecanismo de entrada (conocido como “triggering”) es
diferente a la endocitosis mediada por receptor (“zippering”) que utilizan otras bacterias patogenas

(Sansonetti, 2002).
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SPI1-SST3, a través de distintos efectores (SopE, SopE2, SopB) contribuye al inicio de la
respuesta inflamatoria. Asi, la activacion de cascadas de quinasas y de factores de transcripcion
nucleares, conducen a la liberacion de citoquinas pro-inflamatorias, que promueven la migracion de
neutréfilos. SopB interfiere también con el flujo de iones y SipB, uno de los componentes del
traslocén, interacciona ademds con la caspasa-1 celular, induciendo apoptosis de macréfagos
(Fig. 8).

SPI1 estd presente en la genoespecie S. bongori y en todos los serotipos analizados hasta el
momento de S. enterica. S6lo en algunos aislamientos ambientales se han encontrado genes

asociados con la movilidad del ADN y deleciones en la SPI1 (Hensel, 2004).

SPI2. Esta isla se relaciona con la capacidad de la bacteria de sobrevivir en el interior de
los macréfagos y de multiplicarse dentro de SVCs en fagocitos y otras células eucariotas. Por ello,
resulta esencial en la infeccién sistémica (Schmidt y Hensel, 2004). Esta isla constituye un
excelente ejemplo de complejidad y eficacia en la adaptacién de un patégeno a un determinado

ambiente, en este caso, el interior de células hospedadoras (Fig. 8).
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Figura 8. Actuacion de los SST3 codificados por las PI 1 y 2 de S. enterica (Hapfelmeier y Hardt, 2005)
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SPI2 tiene también unas 40 Kb y se inserta al lado de valV, gen que codifica el ARNt",

especifico para valina. Se compone de al menos dos elementos distintos que pueden haber sido
adquiridos en eventos evolutivos diferentes. Uno de ellos, de 25 Kb, con un contenido en GC del
43%, sélo se encuentra en S. enterica y codifica para un SST3 (SPI2-SST3) que se activa cuando la
bacteria estd en el interior de la célula hospedadora, translocando proteinas efectoras a través de la
membrana de la SCV. Esta regién presenta al menos cuatro operones diferentes, ssa (aparato del
sistema de secrecidn), sse (proteinas del translocdn, efectoras, chaperdn), ssc (chaperones) y ssr
(reguladores del sistema de secrecidn). La segunda regién, de unas 15 Kb y contenido GC del 54%,
presenta un grupo de genes tfr implicados en la respiracidn anaerobia (reduccién del tetrationato),
ademds de diferentes pautas de lectura abierta (ORF) de funcién desconocida (Fig. 9). Esté presente

tanto en S. enterica como en S. bongori (Marcus et al., 2000; Hensel, 2004).
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Figura 9. Representacion de SPI2 de S. enterica (Kuhle y Hensel, 2004)

SPI2-SST3 actua en el interior de células eucaridticas, translocando proteinas efectoras a
través de la membrana de las SVCs. Las actividades fisiologicas de SPI2-SST3 son muiltiples.
Interfiere con distintos aspectos del tréfico vesicular, impidiendo la fusién de SCVs con endosomas
y lisosomas y, por tanto, la destruccién intracelular; evita la muerte de las bacterias por accién de
especies reactivas de oxigeno (ROSs) o de nitrégeno (RNSs) producidas por los fagocitos; controla
la dindmica de la membrana de las SCVs, el ensamblaje de una red de actina en torno a las SVCs;
origina la formacion de extensiones filamentosas de la membrana de las SCVs (SIF; “Salmonella
induced filaments”), que aparecen asociados con microtibulos; y retrasa la destruccién apoptética
de las células infectadas. La diversidad de actividades en que participa SPI2-TSS3 implica la
existencia de numerosos efectores traslocados por el sistema. Hasta el momento se han identificado
16, la mayoria no codificadas por SPI2, cuya funcién sélo se conoce en parte (Waterman y Holden,

2003; Abrahams y Hensel, 2006).
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SPI3. Es una insercién de 17 Kb en el locus selC, que codifica el ARNt™, especifico para
selenocisteina, con un contenido en GC del 47,5%. La principal funcién de virulencia de esta isla
estd codificada por el operén mgtCB, un sistema de alta afinidad por Mg**, implicado en la
adaptacion a las limitaciones nutricionales del hébitat intrafagosémico (Fig. 10). Este operén estd
regulado por phoP/Q, que se ubica en una isleta cromosémica (Blanc-Potard et al., 1997; Schmidt
y Hensel, 2004). Otras proteinas codificadas SPI3 son MarT y MisL, que podrian participar en
procesos de patogenicidad como la infeccién crénica y la especificidad de hospedador (Marcus et
al., 2000).

El andlisis de la distribucién de SPI3 en las dos especies aceptadas, S. bongori y S.
enterica, asi como en las subespecies y varios serotipos de esta tltima, revelan grandes variaciones
en su estructura, que van desde deleciones a inserciones de genes individuales o grupos de genes.
La mayoria se encontraron en la zona adyacente a selC, mientras la regién correspondiente al
operén mgtCB y otros genes, como marT o fidL, estin mds conservados (Blanc-Potard et al., 1999;
Amavisit et al., 2003). La variacion observada en SPI3 asi como la insercion de diferentes PIs en el
locus selC de distintos patdgenos, sefialan a éste como un punto caliente de integraciéon de ADN

exdgeno (Hensel, 2004).
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Figura 10. Representacion de la SPI3 en S. enterica (Amavisit et al., 2003)

SPI4. Es una region de 25 Kb adyacente al gen ssb, que codifica una proteina de unién al
ADN de cadena sencilla. SPI4 parece formada a partir de multiples procesos de captacién de ADN
exdgeno, dado que sus ORFs tienen un contenido en GC mdas bajo que el resto del genoma
bacteriano mientras que los espacios intergénicos lo tienen mas elevado. Esta isla posee al menos
18 ORFs y se cree que podria codificar para un SST1 que media la secrecion de toxinas, ademads de
llevar genes implicados en la supervivencia en macréfagos. Como S. Thyphimurium es capaz de
inducir la apoptosis de los macréfagos infectados, se postula que SPI4 estaria implicada en la
secrecion de una citotoxina. Sin embargo, su funcidn aun esta por determinar (Marcus et al., 2000;

Schmidt y Hensel, 2004).

16 INTRODUCCION



SPIS. Es un pequefio locus de 7,6 Kb insertado proximo al extremo 5' del gen serT, que
codifica el ARNt™, especifico para serina. SPI5 contiene informacién para proteinas efectoras que
son translocadas por los dos SST3 implicados en la virulencia de Salmonella. Tal es el caso de
SopB inyectada en la célula eucariota por el SPI1-SST3. Ademas, la expresion de sopB esta bajo el
control de HilA, regulador de transcripcion codificado por SPI1. Por otro lado, PipB es una
proteina que pasa al interior de la célula hospedadora a través del SPI2-SST3 y estd bajo el control
de SsrAB, sistema de dos componentes, codificado por esta tltima isla (Fig. 11).

En cuanto al grado de conservacién de SPIS, la region correspondiente a sopB se encuentra
altamente conservada, estando presente tanto en S. bongori como S. enterica, mientras que la
region pipAB, estd ausente en S. bongori 'y S. enterica subespecie salamae. Esto lleva a suponer que

ambas regiones se adquirieron como elementos independientes (Hensel., 2004).
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Figura 11. Representacion de la SPIS en S. enterica (Knodler et al., 2002)

SPI7 o Isla Mayor de Patogenicidad (MPI). Es especifica de los serotipos Typhi,
Paratyphi C y Dublin. Tiene unas 134 Kb y se encuentra adyacente al gen pheU del ARNt™,
especifico para fenilalanina. MPI contiene diferentes genes de virulencia que codifican el
polisacdrido capsular Vi (locus viaB), la proteina efectora SopE (de origen fagico; comentada
anteriormente) y cuatro tipos de fimbrias relacionadas con la invasién de células epiteliales por el
serotipo Typhi. MPI presenta, ademads, diversos genes relacionados con la movilidad del ADN, lo

que indicarfa que es una estructura mosaico adquirida en distintos momentos, por transferencia

horizontal de material genético.

Otras SPI. La presencia de otras SPIs, designadas SPI6, SPI8 a SPI10 ha sido inferida a
partir de la secuencia de los genomas de distintos serotipos de Salmonella. Estos loci tienen
caracteristicas de PIs y genes de funcién desconocida pero con secuencias similares a genes de

virulencia (Schmidt y Hensel, 2004).
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4.c. Islotes de patogenicidad y genes sueltos

Una gran diversidad de genes codifica moléculas necesarias en diferentes fases del proceso
patogénico y parece que forman parte de “islotes”. Entre ellos se encuentran: sifA (implicado en la
multiplicacién en macréfagos), pagC y msgA (intervienen en la supervivencia en el interior de los
fagosomas), iviVI (relacionado con la adhesién e invasion de los enterocitos) y algunos genes de
fimbrias (Groisman, 1998). Otros genes se encuentran de manera aislada, entre ellos los que
codifican toxinas (stn, ast), sider6foros implicados en la captacion de hierro (como iroB),
resistencia al estrés oxidativo (sodClI), reguladores transcripcionales de distintos genes de

virulencia (phoP/Q, slyA), etc (Anexo II, Tabla IL.c).

4.d. Plasmidos de virulencia

La existencia de pldsmidos portadores de genes de virulencia (plasmidos-V) fue sugerida
por primera vez en 1982 (Jones et al., 1982). Hasta la fecha han sido encontrados en unos pocos
serotipos de S. enterica pertenecientes a la subespecie I, particularmente en los mds frecuentes y
adaptados al hombre (Enteritidis, Typhimurium, Choleraesuis y Dublin). Estos plasmidos-V tienen
un tamafo entre 50 y 150 Kb (Fig. 12), han sido denominados “pldsmidos serotipo-especificos” y
todos ellos portan la regién spv (Salmonella plasmid virulence) formada por cinco genes,
designados spvRABCD, que podrian estar implicados en la multiplicacién intracelular de
Salmonella. Ademds pueden contener otros loci como los que intervienen en la biosintesis de
fimbrias (operdn pef) o en la resistencia al suero (rck y rsk), cuyos productos desempefian un papel
muy importante en diferentes etapas del proceso de infeccidn. El operén pef contiene cuatro genes
(pefBACDI) que determinan la formacién de fimbrias. Los productos de estos genes estdn
implicados en un tipo de adhesién diferente a la inducida por los genes Ipf, de codificacién
cromosémica, que promueven la adhesiéon de Salmonella a las placas de Peyer de ratén en
experimentos in vivo. También se han identificado genes que codifican proteinas con accién
reguladora, como tIpA cuyo producto actiia como termosensor, reprimiendo su propia expresion
cuando se produce un incremento en la temperatura.

Aunque el operén spv es comtn a todos los pldsmidos de virulencia, otros loci o genes
pueden presentar variaciones (Baiimler et al., 1998). Asi los pldsmidos-V de Typhimurium,
Enteritidis y Choleraesuis portan dos replicones funcionales, repB y repC, encargados de controlar
el bajo nimero de los mismos (1-2 copias por cromosoma), el de Typhimurium contiene ademads el
operén tra funcional, implicado en la transferencia del pldsmido por conjugacién, en algunos se
identificaron genes que codifican sider6foros, asi como diversos loci de funcién desconocida

(Rotger y Casadesus, 1999; Guerra et al., 2001, 2002, 2004a; van Asten y van Dijk, 2005).
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Figura 12. Mapa genético de los pldsmidos de virulencia de S. enterica (Batimler et al., 1998)

5. RESISTENCIA A ANTIMICROBIANOS

La resistencia a los antimicrobianos es uno de los ejemplos mejor conocidos de adaptacién
rédpida de las bacterias a un ecosistema que contenga estas moléculas. Aunque no estd claro el
origen de los genes de resistencia (R), se cree que muchos provienen de los microorganismos
productores de antibidticos, que los poseen como forma de proteccién frente al efecto de las
sustancias que ellos mismos elaboran; otros, se deben a mecanismos de mutacién que han
permitido variaciones en genes esenciales, defendiendo a sus productos del ataque de determinados
agentes. Los genes-R pueden mantenerse en las bacterias originarias y su descendencia
(transmisién vertical), o bien diseminarse de forma horizontal, entre bacterias mas o menos
relacionadas. En la transmisidn horizontal juegan un papel muy importante los elementos genéticos
moviles (EGMs) como plasmidos, transposones e integrones/casetes génicas. El mantenimiento de
estos determinantes R se fomenta por el uso de antimicrobianos no s6lo con fines terapéuticos y
profilacticos en clinica y veterinaria, sino también en produccién animal como promotores del
crecimiento. Asi, las bacterias zoondticas, como los serotipos no tifoideos de Salmonella, pueden
adquirir la resistencia en el hospedador animal, previamente a su transmisién al hombre a través de
la cadena alimentaria. De hecho, el uso indiscriminado de antibidticos ha sido el principal factor

que ha favorecido el aumento de bacterias resistentes.
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5.a. Bases bioquimicas de la resistencia en S. enterica. Genes implicados

Existen cuatro mecanismos principales mediante los cuales las bacterias son capaces de
eludir la accién de los agentes antimicrobianos (French y Phillips, 1997):

1. Presencia de enzimas especificos que modifiquen o inactiven el antibidtico antes o

después de penetrar en la bacteria.

2. Modificacion de la membrana bacteriana, haciéndola menos permeable al

antimicrobiano.

3. Expulsion activa del antibidtico fuera de la bacteria.

4. Sintesis de una molécula alternativa o modificacion de la diana celular.

Estos mecanismos no tienen por qué darse de forma aislada, sino que dos o mds pueden
interactuar para determinar el nivel final de resistencia de un microorganismo.

Los genes y mecanismos bioquimicos seleccionados con mayor frecuencia en S. enferica
(Michael et al., 2006) afectan bdsicamente tanto a las “familias” o tipos de antimicrobianos
utilizados en terapia de la salmonelosis (como beta-lictamicos, aminoglicésidos, fenicoles,
quinolonas o trimetoprim), como a otros no utilizados especificamente para su control (como

tetracicilinas y sulfonamidas).

5.a.1. Resistencia mediada por enzimas modificadores

p-lactamasas: El mecanismo mds importante de resistencia a [-lactimicos es la
produccién de enzimas especificos (f-lactamasas) que se unen al antibidtico hidrolizdndolo. Se
conocen entre 350 y 400 B-lactamasas, algunas de las cuales estdn asociadas con ciertas especies
bacterianas, mientras otras se encuentran ampliamente distribuidas en distintas especies y géneros.
Las B-lactamasas detectadas en Salmonella constituyen un grupo muy diverso de enzimas, a su vez
codificados por un nimero considerable de genes diferentes. Se han identificado, al menos, diez
subgrupos distintos de genes que codifican para pB-lactamasas (bla): TEM; SHV; PSE; OXA; PER;
CTX-M; CMY; ACC; DHA; KPC. Entre las B-lactamasas tipo TEM, podemos distinguir dos
grupos. El primero de ellos, codificado por los genes blargm.; v blargwm.13s, engloba enzimas capaces
de modificar un amplio espectro de penicilinas. El segundo grupo, codificado, entre otros, por los
genes blatgm.s, blatgma 0 blatem.131, se corresponde con las llamadas B-lactamasas de espectro
ampliado (ESBLs), que incluyen ademads a las B-lactamasas de tipo SHV, PER y CTX-M y que son
capaces de inactivar oximinocefalosporinas y monobactdmicos. Las B-lactamasas tipo PSE se
conocen también como CARB-2 -lactamasas por hidrolizar, ademads de penicilinas, carbenicilinas.

En Salmonella también se han identificado diversas B-lactamasas de tipo OXA, que presentan
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actividad contra oxacilinas y cloxacilinas, y diferentes grupos de AmpC B-lactamasas, tales como
CMY, ACC y DHA, capaces de hidrolizar todos los B-lactimicos excepto los carbapenemas.
Finalmente, una B-lactamasa de tipo KPC, que confiere resistencia a penicilinas, cefalosporinas y
carbapenemas, ha sido detectada en una cepa clinica en 2003 (Miriagou et al., 2003). Varios
trabajos describen la presencia de mds de un tipo de gen bla en un mismo aislamiento. De todos los

genes bla conocidos, los de mayor importancia clinica son aquellos que codifican para ESBLs.

Enzimas modificadores de aminoglicosidos: la resistencia a aminoglicésidos
mayoritariamente estd mediada por enzimas capaces de modificar grupos amino o hidroxilo de la
molécula del aminoglicésido, bloqueando asi su actividad antibacteriana, al impedir la unién del
antibidtico a las proteinas ribosomales diana. Se conocen tres tipos de enzimas:
O-adeniltransferasas, N-acetiltransferasas y O-fosfotransferasas. Cada grupo estd formado por
diferentes proteinas mas o menos alejadas estructuralmente. En Salmonella los genes de
O-adeniltransferas mas comunes son los de tipo aadA y aadB. El primero media resistencia a
estreptomicina y espectinomicina, mientras el segundo confiere resistencia a gentamicina,
kanamicina y tobramicina. Dentro del grupo aadA existen al menos seis subtipos, aadAl, aadA2,
aadAS, aadA7, aadA21, aadA22 y aadA23 (Michael et al., 2006). De los cuatro tipos de genes de
N-acetiltransferasas, en Salmonella s6lo se han detectado aac(3) y aac(6’). Los mds comunes son
aac(3), que median resistencia a gentamicina y de los que se han encontrado diferentes tipos en
diversos serotipos como Enteritidis, Typhimurium, Thyphi, Agona, o Cholerasuis (Michael et al.,
20006). De las cinco clases de fosfotransferansas descritas, s6lo aquellas capaces de fosforilar los
aminoglicdsidos en las posiciones 3°, 3’ y 6, se han identificado en aislamientos de Salmonella.
Los primeros, genes aphA, confieren resistencia a kanamicina y neomicina, existiendo diferentes
tipos, algunos de ellos encontrados en plasmidos multirresistentes de Cholerasuis o Typhimurium
(Chiu et al., 2005; Michael et al., 2006) y otros detectados por PCR en serotipos como Enteritidis o
Hadar, por citar algin ejemplo (Frana et al., 2001; Randall et al., 2004). Los otros dos tipos,
conocidos como genes strA y strB, median Unicamente resistencia a estreptomicina y normalmente
se encuentran juntos, precedidos, en muchos casos, por el gen sul2, que confiere resistencia a
sulfonamidas. Los genes str se han detectado en diferentes serotipos como: Enteritidis, Cholerasuis,

Hadar, Typhimurium y Virchow (Pezzella et al., 2004; Randall et al., 2004; Martinez et al., 2005).

Enzimas modificadores de fenicoles: uno de los mecanismos principales de resistencia a
fenicoles es la inactivacién enzimdtica mediante cloranfenicol acetil transferasas (Cat) de tipo A o

B. En Salmonella se han encontrado dos tipos diferentes de proteinas CatA, codificadas por los
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genes catAl y catA2. El primero se encontr6 en distintos serotipos —incluidos Typhimurium
(Guerra et al., 2002; Chen et al., 2004; Herrero et al., 2006), DT104 (Frech et al., 2003), Typhi
(Shanahan et al., 2000) y Virchow (Randall et al., 2004; Rodriguez et al., 2006a), entre otros—. Por
otro lado, catA2 se ha detectado en S. Choleraesuis, S. Typhimurium, S. Enteritidis y S. Derby
(Chen et al., 2004; Randall et al., 2004; Chiu et al., 2005). Se conocen tres tipos de genes catB
—catB2, catB3 y catB8— que fueron encontrados en S. Typhimurium (Ahmed et al., 2005),
S. Enteritidis (Villa et al., 2002) y S. Typhi (Pai et al., 2003). Es rara la presencia de mas de un gen
de resistencia a esta familia de antimicrobianos y en estos casos suelen encontrarse genes para los
dos mecanismos diferentes de resistencia, uno para la inactivacién enzimdtica y otro para una
bomba de expulsion. No obstante Chen et al. (2004) describieron la presencia de las dos

cloranfenicol acetiltransferasas tipo A en aislamientos de Derby y Typhimurium.

5.a.2. Expulsion activa del antibiético fuera de la bacteria

Bombas de expulsion de tetraciclinas: se han descrito mas de 35 genes diferentes que
codifican resistencia a tetraciclina. Sin embargo, sélo cinco de éstos se han encontrado en
Salmonella —tet(A), tet(B), tet(C), tet(D) y tet(G)—. Todos ellos codifican para bombas de expulsion
asociadas a membrana (Michael et al., 2006). Constan de 12 segmentos transmembrana capaces de
exportar tetraciclina, oxitetraciclina, clortetraciclina y doxiciclina. A diferencia de las otras cuatro,
la proteina TetB es capaz de exportar también minociclina. Los genes fef(A) y tet(B) son los
encontrados con mayor frecuencia y en un mayor nimero de serotipos. Es raro, también, que
aparezca mas de un gen fet por aislamiento (aunque fet(A) y tet(G) se encontraron juntos en S.
Typhimurium var. Cophenagen DT104; Frech et al., 2003), o que un mismo aislamiento sea
portador de mds de una copia del gen-R (pero dos copias de tet(G) se encontraron en S.

Typhimurium; Frech y Schwarz, 2000).

Proteinas que expulsan fenicoles: la expulsion activa de cloranfenicol o
cloranfenicol/florfenicol de las células bacterianas se lleva a cabo mediante proteinas
transportadoras especificas (Cml y Flo). En Salmonella existen dos tipos de proteinas
transportadoras de fenicoles, el primero de ellos codificado por genes cmlA y responsable del
transporte de cloranfenicol, se ha encontrado en S. Typhimurium (Carattoli et al., 2002), serotipo
[4,5,12:1:-] (Guerra et al., 2001), S. Wien (Soto et al., 2003b) y S. Muenchen (Gebreyes y Thakur,
2005). El segundo tipo de transportador es capaz de movilizar tanto cloranfenicol como florfenicol,
esta codificado por genes floR de diferentes serotipos (Ng et al., 1999; Boyd et al., 2002; Meunier
et al., 2002, 2003; Doublet et al., 2004a, b).
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5.a.3. Resistencia por sintesis de enzimas alternativos o modificacion de la diana

celular

Resistencia a trimetoprim: Se han identificado mas de 30 genes diferentes, pero en todos
ellos la resistencia estd mediada por la produccién bacteriana de una dihidrofolato reductasa (dhfr)
altamente resistente al antibidtico. Estos genes se dividen en base a su estructura en dos tipos
mayoritarios, dhfrA y dhfrB (Michael et al., 2006). En Salmonella, inicamente se han detectado
genes dhfrA, hasta un total de 13 distintos. El mds frecuente es dhfrAl, descrito en Enteritidis,
Typhimurium o Virchow, entre otros serotipos (Lindstedt et al., 2003; Randall et al., 2004; Ahmed
et al., 2005; Daly et al., 2005; Rodriguez et al., 2006a, b).

Resistencia a sulfonamidas: en Salmonella se conocen tres tipos de genes de resistencia a
sulfonamidas: sull, sul2 y sul3, que codifican formas resistentes del enzima dihidropteroico
sintetasa. Este enzima interviene en la sintesis del 4cido dihidropteroico, compuesto intermediario
en la formacién del 4cido tetrahidrofdlico, cofactor requerido en la biosintesis de bases
nitrogenadas y aminodcidos. El gen sull estd ampliamente distribuido en S. enterica, a
consecuencia de su localizacién en integrones de clase 1 (ver apartado 5.b.1). El gen sul2 se detect6
también en numerosos serotipos: Enteritidis, Cholerasuis, Typhimurium, Hadar y Virchow, entre
otros (Chen et al., 2004; Randall et al., 2004; Daly et al., 2005; Michael et al., 2006), a menudo
junto con los genes strA y strB, de resistencia a estreptomicina. Por tltimo, el gen sul3,
recientemente descubierto en Escherichia coli (Perreten y Boerlin, 2003), ya ha sido detectado en
Agona, Brandenburg, Typhimurium y su variante monofésica [4,5,12:i:-] y en Choleraesuis

(Guerra et al., 2004b; Chiu et al., 2005).

Resistencia a quinolonas y fluoroquinolonas: en Salmonella la resistencia a quinolonas
fue en principio atribuida a mutaciones puntuales en el gen gyrA, que codifica para la subunidad A
de la ADN-girasa y es la diana primaria de las quinolonas. Los cambios en los aminodcidos Ser-83
(a Phe, Tyr o Ala) o Asp-87 (a Gly, Asn o Tyr) son las mutaciones mds frecuentes observadas en
cepas resistentes a 4cido nalidixico. Incluso se han encontrado aislamientos de S. Typhimurium
DT104 que presentan ambas mutaciones (Guerra et al., 2003). Estas cepas fueron aisladas entre los
afios 1991 y 1995 de muestras animales y humanas, en dreas limitadas de Europa y mostraron
niveles altos de resistencia a ciprofloxacino. La doble mutacién resulté idéntica en diferentes
aislamientos (Ser-83 a Ala y Asp-87 a Asn), que ademds tenian alterados otros dos genes: gyrB,
que codifica para la subunidad B de la ADN-girasa (cambio de Ser-464 a Phe) y parC, que codifica

la subunidad ParC de la topoisomerasa IV, diana secundaria de quinolonas y fluoroquinolonas
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(cambio de Ser-80 a Ile). Dichas cepas presentaban niveles muy altos de resistencia a
ciprofloxacino, fluoroquinolona de eleccién en el tratamiento de infecciones causadas por
S. enterica. Trabajos posteriores pusieron de manifiesto la emergencia de resistencias similares en
otros aislamientos de Typhimurium, asi como en Cholerasuis y Schwarzengrund (Michael et al.,

2006).

5.b. Elementos genéticos implicados en la dispersion de la resistencia

En la dispersion de la resistencia a agentes antibacterianos desempefan un papel
fundamental los EGMs, también denominados unidades de captura génica (UCGs), entre los que
destacan el sistema integron-casete génica, los transposones, los plasmidos y las islas gendmicas

(Canton et al., 2003; Baquero, 2004; Miriagou et al., 2006).

S.b.1. Integrones

Los integrones son sistemas naturales de clonacion y expresion que incorporan ORFs y las
convierten en genes funcionales (Carattoli, 2001). Estdn formados por una integrasa (intl) que
media en la recombinacion entre el sitio de recombinacién primario a#tl y el secundario attC. Este
ultimo se encuentra asociado normalmente a una tnica ORF y la estructura attC-ORF se denomina
casete génica. La insercion de una casete génica en el sitio aft/, permite su expresion a partir de un

promotor fuerte, que solapa con el gen intl (Fig. 13).
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Figura 13. Insercion de casetes génicas en integrones (Carattoli, 2001)

Dependiendo de la naturaleza de las casetes génica, los integrones se clasifican actualmente
en dos grupos (Fluit and Schmitz, 2004): integrones de resistencia (RI) y superintegrones (SI). Los
primeros contienen fundamentalmente genes de resistencia a antimicrobianos y pueden encontrarse

en transposones, pldsmidos o en el cromosoma bacteriano (apartados 5.b.2 y 5.b.3). Los segundos,
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de mayor tamafio, se localizan en el cromosoma y contienen casetes génicas con una gran variedad

de funciones.

Integrones de resistencia (RI)

En base a la secuencia de aminoécidos de las integrasas, cuya homologia varia entre el 39 y
el 58%, se han establecido tres clases de Rls, que pueden localizarse en el cromosoma bacteriano o
en plasmidos. Hasta la fecha, sélo las clases 1 y 2 se han encontrado en S. enterica (Carattoli, 2001;
Rowe-Magnus et al., 2001; Rowe-Magnus y Mazel, 2002; Rowe-Magnus ef al., 2002).

Los integrones de clase 1 fueron los primeros en describirse, son los mejor caracterizados y
los mas ampliamente distribuidos dentro de bacterias patégenas Gram negativas que infectan al
hombre y animales, incluyendo los diferentes serotipos de S. enterica (Guerra et al., 2000a;
Carattoli, 2001). Constan de un segmento conservado, correspondiente al extremo 5 (5°CS) del
integrén, que contiene el gen intll, que codifica para la integrasa. Un segundo segmento
conservado, localizado en el extremo 3” (3°CS), generalmente contiene el gen gacEAl, delecién
funcional del gen gacEl, que confiere resistencia a antisépticos y desinfectantes; el gen sull, que lo

hace a sulfonamidas y una pauta de lectura abierta orf5 de funcién desconocida (Fig. 14).

Pl
P, amnl attC
y > ¥
intl1 i sul]
N
N _
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Figura 14. Esquema de un integrén de clase 1 (Levesque et al., 1995)

Las casetes génicas de resistencia a antibiéticos, se encuentran insertadas en el sitio attl,
entre los segmentos 5°CS y 3°CS, dando lugar a la region variable (RV) (Recchia y Hall, 1995;
Carattoli, 2001). De manera global, se han identificado hasta el momento mas de 60 casetes
génicas. Sin embargo, cada RI individual sélo incluye de cero (RI vacio) a diez casetes, pudiendo
encontrase en gran variedad de bacterias diferentes.

Un subgrupo de integrones de clase 1, denominados complejos o elementos ISCR,

contienen ademds una regiéon CR (Regién Comiin), seguida de genes (sin estructura casete) que
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codifican resistencia a una gran diversidad de agentes antimicrobianos, todo ello flanqueado por
dos copias, una truncada y otra completa, del segmento 3'CS. (Toleman et al., 2006).

Los integrones de clase 2 son menos frecuentes que los anteriores y s6lo se ha descrito en
contadas ocasiones en Salmonella (Orman et al., 2002; Miko et al., 2003; Rodriguez et al., 2006a,
b). Estos integrones no presentan el segmento 3’CS, pero la estructura del segmento 5’ es similar al
encontrado en los de clase 1. Sin embargo, el gen int/2, que codifica la integrasa, no es funcional ya
que presenta un codén interno (TAA) de terminacién de la traduccién. Al igual que en los
integrones de clase 1, el promotor y el sitio de integracidn (attl2) se encuentra entre el gen de la
integrasa (intl2) y la primera casete génica integrada. Tipicamente, los integrones de clase 2
contienen tres casetes génicas: dhfrAl, satl y aadAl, que confieren resistencia a trimetoprim,
estreptotricina y estreptomicina-espectinomicina (Hansson et al., 2002). Los integrones de clase 3,

cuya estructura es similar a los de clase 1, atin no se han encontrado en S. enterica.

Superintegrones (SI)

Se encontraron inicialmente en Vibrio y posteriormente en otros muchos géneros
bacterianos. Los SI, inicialmente designados integrones de clase 4, presentan importantes
diferencias con los RI: sélo se han detectado en el cromosoma, uno de ellos puede contener mas de
100 casetes génicas con diferentes funciones, incluida la resistencia a antimicrobianos y, en
general, existe especificidad a nivel de especie. Actualmente se piensa que los RI proceden de los

SI (Fluit y Schmitz, 2004).

5.b.2. Transposones

Los transposones son EGMs que poseen la maquinaria necesaria (enzima transposasa y
proteinas reguladoras) para promover su propia translocacién desde un sitio donador a un sitio
receptor, sin necesidad de homologia entre ambos. Contienen, ademds, genes accesorios, que
pueden conferir resistencia a agentes antimicrobianos (Kleckner, 1981). En bacterias patdgenas
Gram negativas tres tipos de transposones desempefian un papel fundamental en la dispersion de la

resistencia y algunos contribuyen eficazmente a la movilidad de los integrones.

Transposones compuestos o de clase 1: en éstos, un segmento de ADN, que normalmente
contiene genes de resistencia a antimicrobianos, queda delimitado por dos copias idénticas o casi
idénticas de una misma secuencia de insercion. Las secuencias de insercién (ISs) son los elementos
genéticos transponibles mdas sencillos y de menor tamafio (750 a 1500 pb), se encuentran

flanqueadas por repeticiones invertidas (IRs) y s6lo contienen genes implicados en el proceso de
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transposicion. En los transposones compuestos, una o ambas ISs aportan la maquinaria enzimatica
y las IRs requeridas para la movilidad del elemento. Un ejemplo de transposén compuesto es Tn/0
(Fig. 15), de 9,2 Kb, en el cual dos copias de la secuencia de insercién IS/0 (IS/0-L e IS/0-R) han
englobado genes de resistencia a tetraciclina y a otros agentes antimicrobianos ret(B), tetR, tetC'y
tetD, junto con genes de funcién desconocida. Un segundo ejemplo lo constituye el transposén Tn9
(2,62 Kb), que consta de un gen de resistencia a cloranfenicol (catAl), flanqueado por dos copias

de IS7 (IS/a e ISIDb).

tnpL P ybfA ybeA‘ ‘tetR tetB N ‘tetC tetl? mpR
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Figura 15. Esquema del transposén Tnl0 (AP005147)

Transposones de clase 2 o Familia Tn3: es probablemente el grupo mayoritario de
elementos genéticos transponibles, encontrdndose ampliamente distribuido en el mundo bacteriano.
Los transposones de esta familia son de tamafio relativamente grande, se encuentran flanqueados
por repeticiones terminales invertidas (IRs) de 38-40 pb, contienen genes (tnpA y tnpR, que
codifican los enzimas transposasa y resolvasa) y sitios (res, ademds de las IRs) implicados en la
transposicion, junto con genes accesorios. La transposicion ocurre en dos etapas. En la primera
TnpA promueve la formacién de un cointegrado entre la molécula donadora y la molécula
receptora. Durante esta etapa tiene lugar la replicacién del transposén y de cierto nimero de
nucleétidos (en concreto cinco) presentes originalmente en el sitio de insercién. En la segunda
etapa TnpR resuelve el cointegrado, mediante un proceso de recombinacién especifica de sitio
entre las secuencias res de cada una de las copias del transposén. Este mecanismo se denomina
transposicion replicativa.

El transposén Tn21 (Fig. 16) y sus derivados son miembros de la familia del Tn3, que
colabora activamente en la diseminacion global de la resistencia en bacterias. Tn2/ (de 19,7 Kb),
posee los genes (tnp) y sitios (IRs y res) necesarios para la transposicion, asi como genes que
confieren resistencia a diversas clases de antimicrobianos. Entre estos tiltimos se incluye el operén
mer, cuyos productos intervienen en la detoxificaciéon de compuestos mercuriales organicos e
inorgdnicos. Ademads, Tn2/ contiene un integrén de clase 1, denominado In2, en cuya regién VR se

encuentra la casete génica aadAl, que codifica una aminoglicésido adenil transferasa (resistencia a
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estreptomicina y espectinomicina). In2 posee, ademds, un médulo i defectivo (genes tmiBAIl y
tniA) que se encuentra flanqueado IRs terminales de 25 pb, tratindose probablemente de un
transposOn vestigial. Finalmente, entre ORFS5 (del segmento 3’CS de In2) y el médulo i se

localizan dos secuencias de insercion: IS7/326 e IS1353.
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Figura 16. Esquema del transposén Tn2/ (Liebert et al., 1999)

Transposones de clase 4. Esta clase puede considerarse como “cajon de sastre” donde se
incluyen transposones con caracteristicas peculiares. Uno de ellos es Tn7 (14 Kb), responsable de
la movilizacién de los integrones de clase 2. Tn7 utiliza el mecanismo de transposicion

conservativa, que implica la pérdida del transposén del sitio donador al trasladarse al sitio receptor.

Un hecho crucial en la dispersion de la resistencia es la agrupaciéon de genes R
individuales, transposones y/o integrones en bloques denominados islas de resistencia, que pueden
localizarse en el cromosoma bacteriano o, mds frecuentemente, en pldsmidos a menudo

conjugativos (Miriagou et al., 2006).
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5.b.3. Plasmidos

Los plasmidos son elementos genéticos extracromosomicos que tienen capacidad de
replicacién auténoma, hereddndose de forma estable. De manera caracteristica codifican funciones
no esenciales para la célula (virulencia, resistencia a antimicrobianos, rutas catabdlicas, etc), pero
que aportan una ventaja selectiva en determinados ambientes. Algunos portan, ademads, genes (fra)
implicados en proceso de conjugacién. La conjugacién es un mecanismo replicativo por el cual el
pldsmido se transfiere de una bacteria donadora (que mantiene), a otra receptora (que lo adquiere).
La transferencia puede ocurrir incluso entre bacterias filogenéticamente distantes, lo cual puede
tener importantes consecuencias evolutivas. Los pldsmidos pueden también integrarse en el
cromosoma y, en este caso, la presencia de la region tra puede permitir la movilizacién de ADN
cromosémico entre bacterias. Los plasmidos conjugativos han desempefiado un papel fundamental

en la dispersion horizontal de la resistencia a antimicrobianos en bacterias.

Figura 17. Representacién esquematica del pldsmido NR1 conjugativo, prototipo de plasmido de resistencia

(Liebert et al., 1999)
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El plasmido NR1 (también conocido como R100; Fig. 17) puede considerarse como
prototipo de plasmido R conjugativo (Liebert et al., 1999). NR1, de 94,5 Kb, se detectd por primera
vez en un aislamiento de Shigella flexneri, recuperado en Japén a finales de la década de los 50.
Plasmidos similares se descubrieron posteriormente en distintos paises del mundo. NR1 contiene
los genes necesarios para los procesos auténomos de replicacién (rep) y transferencia (fra), junto
con distintos elementos implicados en resistencia. Asi, en este pldsmido, el transposén Tn2/,
portador de In2, se encuentra insertado en Tn9, quedando el conjunto delimitado por las secuencias
de insercién (IS/a e IS/b) de este dltimo. El elemento resultante es un transposén compuesto

activo, denominado Tn2670 (Partridge y Hall, 2004). NR1 contiene, ademads, una copia de Tn/0.

5.b.4. La isla genéomica 1 (SGI1)

Con un tamaifio de 43 Kb, constituye el ejemplo mds representativo de isla de resistencia
cromosémica descrita en S. enterica (Threlfall, 2000; Mulvey et al., 2006). Esta isla se detect6
inicialmente en aislamientos del serotipo Typhimurium, fagotipo DT104 resistentes a ampicilina,
cloranfenicol/florfenicol, estreptomicina, sulfonamidas y tetraciclina. Los aislamientos,
identificados inicialmente en Inglaterra, se dispersaron internacionalmente en poco tiempo. SGII,
responsable de la pentarresistencia, contenia dos integrones de clase 1: InC (1000 pb/aadA2) e InD
(1200 pb/blapsk.;1), que ademds aportaban los genes sull y qacEAI. Los genes floR y tet(G) se
encuentran también en la isla. La localizacién cromosémica de SGI1 estabiliza a los determinantes
de resistencia, incluso en ausencia de presién selectiva. Ademds, la movilidad de la isla explica su
transferencia horizontal interserotipo, ya encontrada en Agona, Albany, Cerro, Derby, Diisseldorf,
Emek, Infantis, Kiambu, Meleagridis, Newport y Paratyphi B. Tanto en Typhimurium como en
otros serotipos se han identificado variantes de SGI1, con deleciones o inserciones, que alteran el

genotipo y fenotipo de resistencia.

6. EPIDEMIOLOGIA

La salmonelosis tiene una gran importancia epidemioldgica. En los ultimos afios ha habido
un aumento progresivo de aislamientos de Salmonella de origen humano registrados por los
laboratorios de referencia. Este aumento se debe a diferentes factores, entre los que se incluyen: los
métodos modernos de procesamiento de alimentos a gran escala y su amplia distribucién
geogréfica, el mayor nimero de personas con resistencia alterada a la infeccion, asi como un mejor
informe de los casos.

No se aprecian diferencias en la frecuencia con que se producen salmonelosis en base al

sexo, sin embargo, si existe una variacidon en relacién a la edad, siendo muy importante la
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incidencia observada en nifios menores de cinco afios y ancianos (Usera et al., 1994, 1995a, b,
1996a, 1997a, b, 1998a, b; Gonzilez-Hevia et al., 1995a, b, 1999; Echeita et al., 2005a, b, c).
Destaca también la mayor probabilidad de contraer la enfermedad en personas inmunodeprimidas
y/o con enfermedades crénicas subyacentes, como es el caso de enfermos con SIDA, en los que se
registra una mayor incidencia de bacteremias e infecciones focales por Salmonella (Vazquez et al.,
1994; Rodriguez et al., 1998, 2006d; Morpeth y Thielman, 2006).

En la figura 18 se muestra la distribucidn a nivel mundial de serotipos de Salmonella entre
los afios 2000 y 2004, segin el informe de la plataforma “WHO Global Salm-Surv”’ de 2005. Esta
plataforma fue creada en 2000 por la OMS para el estudio, deteccién de brotes y control de
enfermedades alimentarias, englobando Laboratorios de Referencia, Laboratorios Nacionales y
Regionales de Salud Publica y Veterinaria de 142 paises. Como se puede ver, en Europa el serotipo
mayoritariamente causante de salmonelosis es Enteritidis (75%) seguido por Typhimurium (13%).

En tercera y cuarta posicion, a una distancia importante, aparecen Hadar y Virchow.
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Figura 18. Distribucién mundial de serotipos de Salmonella aislados en humanos durante el periodo

2000-2004 (http://www.who.int/salmsurv/links/GSSProgressReport2005.pdf)
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En Espafia, al igual que en otros paises europeos, S. Enteritidis fue el serotipo mayoritario,
con una incidencia del 43-60% durante el periodo 1997-2005. El valor superior (60%) se observo
en los anos 2001-2002, descendiendo durante 2003-2005 hasta el 50%, que ya se habia alcanzado
en 1999. El segundo en frecuencia fue S. Typhimurium, con valores del 30% en 1997-1998, que
posteriormente disminuyeron hasta el 8,5%. En el periodo 2004-2005 se aprecia un ligero ascenso,
hasta el 12%. El tercer lugar fue para S. Hadar, aprecidandose un descenso paulatino del nimero de
aislamientos asociados a este serotipo, que pasa de representar el 4,7% del total en el afio 2000 al
1,9% en 2003. En cuarta y quinta posicion, respectivamente, se situaron la variante monofésica de
S. Typhimurium [4,5,12:i:-], considerada en Espafia como serotipo a efectos de seguimiento
epidemioldgico, y S. Virchow, cuyos aislamientos también disminuyeron ligeramente entre los
afios 2000 y 2003 (Usera et al., 2001a; Usera et al., 2003a; Echeita et al., 2005a, b; B.E.S. 2004,
2005).

S. Brandenburg y S. Ohio, son dos serotipos minoritarios, que junto con S. Hadar serdn
objeto del presente trabajo. En Europa, en el afio 2001, el primero se situé en novena posicion,
mientras que S. Ohio no se contabiliz6 entre los 20 serotipos mds frecuentes. En 2002
S. Brandenburg se sitia en la posicion 20 y del serotipo Ohio no se dispone de datos

(http://www.hpa.org.uk/hpa/inter/enter-net_reports.htm). En Espafia, S. Ohio ocupaba la sexta

posicion en 2000, perteneciendo a este serotipo el 1,3% de los aislamientos registrados en el
Laboratorio Nacional de Referencia de Salmonella y Shigella (LNRSSE), en los dos afios
posteriores pasé a la séptima y octava, volviendo a la séptima en 2003. El porcentaje de cepas
pertenecientes al serotipo Brandenburg disminuyé durante el periodo 2000-2003, pasando de
ocupar la octava posicion y representar el 1% del total en 2000, a no figurar entre los diez serotipos
m4s frecuentes en 2003 (con 0,3% de los aislamientos). En el periodo 2004-2005 no disponemos de
datos sobre la incidencia de los serotipos Ohio y Brandenburg (Usera et al., 2001a; Usera et al.,
2003a; Echeita et al., 2005b).

En Asturias durante el periodo 1990-2006, el Laboratorio de Salud Pidblica (LSP) de la
Consejeria de Sanidad (que actda como Centro Regional de Referencia de Salmonella) recibi6
9704 aislamientos de esta bacteria, pertenecientes a 86 serotipos. Sin embargo, el nimero real
podria ser muy superior, puesto que no todos los casos se declaran ni en todos ellos se busca el
agente causal o se remite al LSP (Gonzalez-Hevia et al., 1999; M. Bancés y M. A. Gonzailez-Hevia,
comunicacién personal). Ademads, entre 2002-2006 se registraron 87 brotes alimentarios originados
por Salmonella (45 comunitarios, 41 familiares y uno hospitalario), con un total de 468 personas
afectadas (M. Bancés y M. A. Gonzilez-Hevia, comunicacién personal). El mayor ntimero de

brotes ocurre en los hogares, aunque también son frecuentes en instituciones con restauracion
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colectiva, como hospitales, residencias de ancianos, restaurantes-bares, campings, escuelas y
guarderias. Alguno de ellos, causados por S. Virchow y S. Hadar, ocurrieron a nivel nacional
(Usera et al., 1996b; Martin et al., 2001; Lenglet, 2005).

Por su parte, el LNRSSE durante el periodo 2000-2003 recibi6é 2417 cepas de Salmonella
implicadas en 707 brotes alimentarios, de los cuales 393 fueron familiares y 302 comunitarios,
mientras que en los 12 restantes no se especifico el tipo. El serotipo mayoritario fue S. Enteritidis
(Usera et al., 2001b; Usera et al., 2003b; Echeita et al., 2005c). No obstante, en este periodo, se
registraron también brotes causados por alguno de los serotipos objeto de esta tesis (ver Discusion).

Por otro lado, todos los serotipos pueden causar infecciones extraintestinales. En décadas
pasadas los serotipos predominantes fueron Choleraesuis, Virchow y Dublin (Goldberg y Rubin,
1988; Lester et al., 1991; Miller y Pegues, 2000). En la actualidad, han sido desplazados por
S. Enteritidis y S. Typhimurium en Europa y USA (Rodriguez et al., 1998, 2006d; Ruiz et al.,
2000; Threlfall et al., 2003), aunque S. Virchow continta siendo prevalente en Israel (Yagupsky et
al., 2002) y S. Cholerasuis en Asia (Chiu et al., 2004).

Los seres humanos adquieren la infeccién por Salmonella después de la ingestiéon de
alimentos o aguas contaminadas, aunque esta Ultima via de transmisioén es mds caracteristica del
serotipo Typhi (Graeber et al, 1995; Miller y Pegues, 2000). La infeccién puede también
transmitirse de persona a persona o por via fecal-oral directa, particularmente en nifios y ancianos
no autosuficientes.

Las aves de corral y sus productos, sobre todo los huevos, son los vehiculos de transmisién
mds importantes, seguidos de carnes de vaca y cerdo y de productos licteos. Por ultimo, el
comercio internacional de productos agricolas y los consiguientes cambios en los hébitos de
consumo, han facilitado una mayor diseminacién de las infecciones por Salmonella asociadas con
frutas y verduras frescas. La superficie de estos vegetales puede estar contaminada con heces
animales o humanas. De la misma manera, la salmonelosis asociada a animales exdticos también va
en aumento, causando en algunos paises entre un 3-5% de los casos. Estd asociada sobre todo a
reptiles de los que se estima que un 90% son portadores de Salmonella. La exposicién a otros
animales de compaifiia, como pdjaros, roedores, perros y gatos, constituye otra fuente potencial de

salmonelosis.

7. TRATAMIENTO Y PREVENCION

En la mayor parte de los casos la gastroenteritis por Salmonella es una enfermedad de corta
duracién y localizada. Por ello, no se utiliza el tratamiento con antimicrobianos, aunque es

necesario combatir la deshidratacion. Las formas graves, incluida la fiebre tifoidea, requieren
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ingreso hospitalario, rehidratacién y terapia antimicrobiana. El tratamiento es obligado en pacientes
con riesgo de sufrir septicemia. En estos casos, los agentes de eleccién son fluoroquinolonas y
cefalosporinas de tercera generacion (Connor y Schwartz, 2005; Threlfall et al., 2006).

Por otro lado, las medidas de control de la salmonelosis se basan en la prevencién de la
aparicion de bacterias resistentes y de nuevos casos, mediante vacunas y otras medidas
profil4cticas. Entre éstas dltimas se incluyen:

1. Diagnéstico y tratamiento de portadores crdénicos, especialmente manipuladores de

alimentos.

2. Lucha contra las fuentes y mecanismos de transmisién, mediante medidas de higiene
personal, control microbiolégico de aguas de consumo, de animales de granja
(principalmente aves y cerdos) y de industrias procesadoras de alimentos, etc.

3. Proteccién de la poblacién sana mediante vacunas. Actualmente en Espafia hay dos
vacunas comercializadas para la profilaxis de la fiebre tifoidea. La primera utiliza el
antigeno capsular Vi purificado. Se administra por via intramuscular y tiene una eficacia
del 70%. Proporciona inmunidad protectora durante un minimo de tres afios, momento
en que se aconseja la revacunacion. La segunda es una vacuna viva atenuada (cepa Ty2
del serotipo Typhi). Es la mds utilizada, se administra por via oral en tres dosis y tiene
una eficacia del 67%. Puede proporcionar inmunidad durante cinco-siete afios, aunque
también se aconseja la revacunacién a los tres afios como en el caso anterior. En paises
desarrollados, ambas vacunas estdn indicadas en viajeros que se desplazan a zonas de
alta endemia y trabajadores de laboratorio. El desarrollo de vacunas efectivas frente a la

salmonelosis no tifoidea es dificil debido al gran nimero de serotipos implicados.

El segundo punto importante es el control de la emergencia de cepas resistentes a
antimicrobianos, atribuida frecuentemente al mal uso de dichos agentes en el tratamiento de las
enfermedades humanas, asi como su uso indiscriminado en ganaderia y agricultura. La mitad de la
produccién mundial de antibidticos se destina al uso veterinario para el tratamiento y/o prevencion
de enfermedades en animales, e incluso, empledndose en el pasado como promotores del
crecimiento. De hecho, la apariciéon de cepas resistentes a determinados antimicrobianos en
bacterias de origen clinico estuvo precedida por su utilizacién en animales. Un ejemplo es el
aumento de la resistencia a quinolonas, observada tras la aprobacién del enrofloxacino para uso
veterinario. A pesar de lo expuesto, el papel de los animales como reservorio de resistencia a
antibidticos en infecciones humanas estd sujeto a controversia, en marcado contraste con el

reconocimiento generalizado de los alimentos como principal vehiculo de transmisién de
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Salmonella en humanos. Uno de los hechos que explica estd controversia es la falta de evidencias
claras a favor de que las bacterias resistentes presentes en animales causan también infecciones en
el hombre dificiles de tratar. Ademads, no todos los fenotipos de resistencia son igual de criticos, de
modo que el antimicrobiano al cual la bacteria es resistente no tiene por qué ser el antibidtico de
eleccion en el tratamiento de la infeccion humana. Otro hecho que contribuye a esta controversia lo
componen los estudios que intentan demostrar, por ejemplo, la asociacién entre el consumo de
fluoroquinolonas y la aparicién de resistencias a este antibiético, puesto que frecuentemente no
tienen en cuenta el patrén de resistencias a otros antibidticos y la posibilidad de co-seleccion por
otros agentes. La transmisiéon dindmica de bacterias resistentes es ademds muy compleja. No
obstante para hacernos una idea del impacto que tiene en la salud publica el uso veterinario de
fluoroquinolonas podemos comparar la situacién de resistencias a estos agentes en cepas de
Salmonella de EEUU y del Reino Unido. En EEUU entre los afios 1994-1995 de un total de 4008
aislamientos de S. enterica solamente se encontrd un aislamiento resistente a fluoroquinolonas y 21
a dcido nalidixico. En este pais desde mediados de los afios 80 se utilizan fluoroquinolonas en
medicina humana (se corresponden con un 7% del total de antimicrobianos empleados) pero su uso
no estaba aun aprobado en animales de consumo. En el Reino Unido, donde el uso de
fluoroquinolonas en animales de consumo estd aprobado desde 1993, la proporcion de cepas de
Typhimurium resistente a las mismas en humanos aument6 desde el 1% en 1994 al 12% en 1996.
Esto parece indicar que el uso en medicina humana de fluoroquinolonas tiene muy poco impacto en
la aparicién de cepas resistentes mientras que el uso veterinario juega un papel significativamente
mds importante. Actualmente, las fluoroquinolonas estdn en la lista de la OMS de antibidticos que

deben reservarse para uso en humanos (Bager y Helmuth, 2001).

En 2003 tuvo lugar, en Berlin, “The First International Symposium on the Risk Analysis of
Antibiotic Resistance”, con la intencién de recopilar informaciéon sobre la emergencia y
propagacién de resistencias a antibidticos en los microorganismos. Resulta interesante recoger las
conclusiones de esta reunién (Helmut y Hensel, 2004):

= El uso de antimicrobianos en la producciéon de animales de consumo es causa de

problemas en el tratamiento de infecciones en humanos.

= Comparados con patdégenos susceptibles, los microorganismos resistentes causan una

mayor morbilidad y mortalidad.

= Efecto particularmente notable en el caso de bacterias zoonéticas.

= La presion selectiva debida al uso de antimicrobianos podria reducirse simplemente

mediante una utilizacién mas cuidadosa de los mismos.
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= El uso de fluoroquinolonas y cefalosporinas de tercera y cuarta generacion debe
reservarse para el tratamiento individual de animales y s6lo en el caso de patégenos
resistentes a otros antibidticos.

= No deberfan concederse futuras autorizaciones para la comercializaciéon de

cefalosporinas de cuarta generacion de uso en medicina veterinaria.

Como conclusién final se puede decir que es necesario reducir/controlar el uso de
antimicrobianos en clinica humana y en animales para consumo y mejorar las practicas de cria, sin

olvidar la vigilancia en la preparacién y/o comercializacién de alimentos de origen animal.
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Objetivos







Desde los primeros afios de la década de los 90 nuestro grupo de investigacidn se centré en
el estudio de la Epidemiologia Molecular de Salmonella enterica en el Principado de Asturias. Para
ello contamos con la colaboracién del Laboratorio de Salud Publica del Principado de Asturias, del
Servicio de Microbiologia del Hospital Universitario Central de Asturias, y del Laboratorio
Nacional de Referencia de Salmonella y Shigella (Centro Nacional de Microbiologia; Instituto de
Salud Carlos III). Estos centros proporcionaron la mayoria de los aislamientos de S. enterica
analizados en este trabajo, asi como datos epidemiolégicos de interés, avisindonos de alertas que
deberian ser objeto de estudios especiales.

Cuando se inicia la presente tesis (septiembre de 2001) ya se habian, o se estaban
investigando, diferentes aspectos de la Epidemiologia Molecular de los tres serotipos prevalentes
en Espana y Europa, durante la década de los 90: Enteritidis, Thyphimurium y Virchow, asi como
de otros menos frecuentes pero implicados en brotes o alertas epidemioldgicas (serogrupo G,
serotipos Panama y Wien), prestando en todos los casos una atencién especial a la optimizacién de
marcadores epidemioldgicos y al estudio de las bases moleculares de la resistencia a
antimicrobianos. En este contexto, como ejes del trabajo, se me asignan estudios paralelos sobre los
serotipos Hadar, que a partir de 1996 desplaza a Virchow como tercero en frecuencia en Espafia; y
sobre los serotipos Ohio y Brandenburg que fueron objeto de alertas epidemioldgicas en 1998 y
2000, respectivamente.

Por conveniencia, dirigida a presentar una exposicion coordinada de los resultados y su

discusidn, los aspectos estudiados se han agrupado en cuatro objetivos.

Objetivo 1.  Epidemiologia Molecular de S. enterica serotipo Hadar en el Principado de
Asturias.

Objetivo 2.  Epidemiologia Molecular de S. enterica serotipo Brandenburg en el Principado de
Asturias.

Objetivo 3.  Epidemiologia Molecular de S. enterica serotipo Ohio en el Principado de Asturias.

En cada uno de estos objetivos se abordaron los siguientes estudios:
= Impacto epidemioldgico durante los afios 1995-2004 (S. Hadar), 1993-2005 (S. Brandenburg) y
1991-2005 (S. Ohio). Identificacion de los tipos o grupos gendmicos prevalentes y endémicos,
esporddicos y/o implicados en alertas epidemiolégicas. Relacién con datos epidemioldgicos a
nivel nacional e internacional.

= Resistencia a agentes antimicrobianos. Perfiles-R, genes y elementos genéticos implicados.
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Objetivo 4.  Perfiles de genes de virulencia en aislamientos de los serotipos Hadar, Brandenburg

y Ohio.

En este apartado se analizaron genes asociados y no asociados a islas de patogenicidad y se
investigd la correlacién entre perfiles de virulencia y distintos tipos de infecciones causadas por

estos tres serotipos en el Principado de Asturias.
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Material y Metodos







1. AISLAMIENTOS DE SALMONELILA. PROCEDENCIA Y CULTIVO

Se analizaron un total de 172 aislamientos de S. enterica implicados en distintos episodios
de salmonelosis, durante 1991-2005 (Anexo I). Estos aislamientos habian sido registrados por el
LSP del Principado de Asturias como procedentes de muestras clinicas recogidas en las dreas
sanitarias I (Jarrio; 11 aislamientos), II (Cangas de Narcea; 9), III (Avilés; 26), IV (Oviedo; 44), V
(Gijoén; 77), VI (Arriondas; 5), VII (Mieres; 1) y VIII (Riafio; 3). Ademds, fueron asignados a los
serotipos Hadar (serogrupo C; 84 aislamientos), Brandenburg (serogrupo B; 34 aislamientos) y
Ohio (serogrupo C; 54 aislamientos) por el LNRSSE.

Como controles o fuera de grupo se utilizaron dos aislamientos procedentes de aguas
residuales (uno de S. Brandenburg y otro de S. Ohio) y dos procedentes de muestras carnicas
(ambos de S. Brandenburg), asi como las cepas de colecciéon S. Typhimurium ATCC 14028
(serogrupo B), S. Enteritidis ATCC 13076 (serogrupo D) y S. Braenderup H9812 (serogrupo B).

Las bacterias conservadas en el LSP fueron reaisladas a partir de cultivos congelados o
liofilizados mediante siembra en placas de agar sangre (Oxoid) que se incubaron a 37°C durante
24 horas. Colonias aisladas procedentes de cada aislamiento se pasaron a medio selectivo y
diferencial para Salmonella (EH). De éste se tomaron colonias no fermentadoras de lactosa y se
inocularon en caldo Luria-Bertani (LB), utilizindose una parte de este cultivo para el andlisis y
volviéndose a congelar otra para conservar en nuestro laboratorio. La congelacién se llevé a cabo
transfiriendo una poblacién densa de las bacterias a caldo LB con glicerol al 30%. La suspension
obtenida se mantiene a —20°C y/o —70°C hasta su utilizacion.

Los medios de cultivo utilizados durante la realizacion del trabajo fueron los siguientes:

= Caldo LB: 10 g de triptona, 10 g de cloruro sédico, 5 g de extracto de levadura,
agua destilada hasta 1 1y pH final de 7,0.

= Agar Luria-Bertani (LA): medio sé6lido que consiste en LB al que se le afiaden 20
g/l de agar antes de su esterilizacion.

= Agar Mueller Hinton (MH): medio comercial de Oxoid. Preparado segun
instrucciones de la casa comercial.

Los medios anteriores se esterilizaron en autoclave a 121°C y 1 atmoésfera de presion

durante 20 minutos.

= Agar EH: se preparé segtin instrucciones del fabricante (Oxoid) y se esteriliz6 por
calentamiento a 80°C durante 45 minutos, evitando la ebullicién. Una vez repartido

en las placas, éstas se someten a luz U.V. durante 15 minutos.
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= Agar EMB. Se prepar6 siguiendo las instrucciones de la casa comercial (Pronadisa)

y se esterilizo de forma similar al medio EH.

2. ANALISIS FENOTIPICO DE LA  SENSIBILIDAD-RESISTENCIA A

ANTIMICROBIANOS

Este parametro se midié utilizando el método de difusién disco-placa siguiendo las
recomendaciones del Clinical and Laboratory Standars Institute (CLSI), anteriormente NCCLS
(NCCLS, 2005). La técnica consiste en sembrar en superficie placas de agar MH con 100 pl de una
dilucién 1/1000 del cultivo de una noche. Tras dejar secar las placas se colocan los discos de
antibidticos (Oxoid) con una separacién mayor de 2,5 cm (Fig. 19). Los antimicrobianos utilizados
asi como sus cantidades en microgramos se encuentran recogidos en la tabla 2. Los perfiles de

resistencia para los antimicrobianos ensayados se valoraron interpretando el didmetro de los halos

segtin tabla 2.

1 Acido Nalidixico (NAL) 7 Gentamicina (GEN)
: \ 2 Ampicilina (AMP) 8 Kanamicina (KAN)
1 3 Cefalotina (CEF) 9 Sulfadiacina (SUL)
4 Ciprofloxacino (CIP) 10 Tetraciclina (TET)
5 Cloranfenicol (CHL) 11 Trimetoprim (TMP)
6 Estreptomicina (STR) 12 Trimetoprim-sulfametoxazol (SXT)

Figura 19. Antibiograma segun el método de difusién disco-placa. S: sensible, R: resistente

Tabla 2. Antimicrobianos y categorias de sensibilidad-resistencia (NCCLS, 2005)

Carga Carga
Antibidtico R (mm) I(mm) S (mm) | Antibiotico R (mm) I (mm) S (mm)
disco (ug) disco (ug)
NAL 30 <13 14-18 =19 GEN 10 <12 13-14 215
AMP 10 <13 14-16 >17 KAN 30 <13 14-17 18
CEF 30 <14 15-17 >18 SUL 300 <12 13-16 =17
CIP 5 <15 16-20 221 TET 30 <14 15-18 =19
CHL 30 <12 13-17 =18 T™P 5 <10 11-15 216
STR 10 <11 12-14 >15 SXT 1,25/23,75 <10 11-15 =16

R, resistente; I, intermedio; S, sensible
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La concentracién minima inhibitoria (CMI) para CEF y CIP se determiné en medio LB con
diluciones seriadas de 4 a 128 y de 0,125 a 4 pg/ml, respectivamente. Los resultados se
interpretaron de acuerdo con los criterios del CLSI (NCCLS, 2005).

Los antimicrobianos utilizados se escogieron en base a dos criterios, por un lado se usaron
aquellos recomendados por el CLSI para andlisis rutinarios de S. enterica en laboratorios clinicos
microbioldgicos y por otro aquellos que cldsicamente han sido utilizados como marcadores
epidemioldgicos. Entre los primeros se emplearon AMP, CEF, CIP, CHL, GEN, KAN, SUL, TET,
TMP Y SXT. Como marcadores epidemioldgicos cldsicos se usaron: NAL y STR.

3. ANALISIS GENOTIPICOS

3.a. Métodos basados en la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

3.a.1. Protocolo de la amplificacion mediante PCR

Para llevar a cabo la amplificacién por PCR se us6é como fuente de ADN molde 2-5 pl de
un cultivo en caldo LB de una noche de la cepa que se desea analizar, sin ningtn tratamiento de
extraccion previo. Los reactivos necesarios son los oligonucleétidos, que actuardn como iniciadores
de la reaccién de sintesis y que son complementarios a una region de la secuencia a amplificar, los
cuatro desoxirribonucleétidostrifosfato (ANTPs), un enzima ADN polimerasa termorresistente y el

tampon. La concentracién de cada uno de estos componentes se especifica en la tabla 3.

Tabla 3. Reactivos y concentraciones utilizados en la PCR

Reactivos Concentracion Casa comercial
Oligonucledtidos 1uM Sigma Genosys
dNTPs 0,2 mM (dATP, dTTP, dCTP, dGTP) GE Healthcare
Tampo6n (PCR Buffferx10)

Tris HCL pH 8,8 10 mM
MgCl, 1,5 mM Finnzymes OY
KCl1 50 mM
Triton X-100 0,1%
ADN polimerasa
2U Finnzymes OY

(DyNAzyme II DNA polymerase)

En el anexo II se recogen los iniciadores empleados en esta tesis, asi como el tamaiio de los

amplicones resultantes.
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La amplificacién se llevé a cabo en un termociclador Gene Amp PCR System (Perkin-
Elmer, modelos 2400 o 9700), donde se programan las distintas etapas del proceso:

Desnaturalizacién: se produce la separacion de las dos hebras de ADN por accién de la
temperatura; anillamiento: tiene lugar el apareamiento de los iniciadores con secuencias
homoélogas del ADN molde; extension: la ADN polimerasa sintetiza la hebra complementaria
uniéndose al iniciador e incorporando dNTPs. Este udltimo ciclo se repite un nimero determinado
de veces (entre 30 y 35) con las cadenas recién sintetizadas actuando, también, como molde. De
esta manera se consigue un incremento exponencial del nimero de copias del fragmento de ADN

delimitado por los iniciadores (Fig. 20).

ADN molde [ HEEEEEEEEEEEEEEN

95°C l Desnaturalizacién

rrrrrrrrrrorr1rrrririd \

40-65°C 1 Anillamiento

Iniciador .-l-|-|-|-
T I T I >30-35ciclos

ADN polimerasa  72°C 1 Extension

|1||||||1||||||‘
glllllllllllllll

!

- . | I I /NN EE N
27035 amplicones
L1l | HEEEEEEN

J

Figura 20. Etapas de la amplificacién basada en la PCR

Los productos de la amplificacién se analizaron mediante electroforesis en geles de agarosa
al 1,5% en tamp6n TAE (Tris-Acetato 40 mM pH8-EDTA 1 mM). Posteriormente, los geles se
tifieron con una solucién de Bromuro de Etidio a 10 mg/ml. Los fragmentos amplificados se
visualizaron en un transiluminador de luz UV (300 nm de longitud de onda; Fig. 21).

Para valorar la reproducibilidad del nimero y tamafio de los fragmentos amplificados y
confirmar los resultados, los ensayos se repitieron un minimo de tres veces. En todos los casos se
incluyeron las cepas de coleccién Typhimurium ATCC 14028 y Enteritidis ATCC 13076, asi como

una cepa prevalente del serotipo en estudio.
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Aislamiento de Salmonella a 37°C

en medio sélido diferencial (EMB)

Resiembra de una colonia en medio

liquido (LB) toda la noche a 37°C

Mezcla de los componentes de la reaccion

3 \ Cultivo, Tampdn, dNTPs, iniciadores y ADN-polimerasa

Reaccion de amplificacion

C DD Separacion del ADN por electroforesis en gel de agarosa

- e - -

Tincion y visualizacion

Figura 21. Pasos basicos del protocolo de PCR

3.a.2. Variantes de la amplificacion mediante PCR

En funcién de la secuencia amplificada distinguimos dos variantes de esta técnica
empleadas en tipificacion: la amplificacion de secuencias conocidas (monocopia o multicopia) y la
amplificacién de secuencias aleatorias (generalmente multicopia). En el presente trabajo se

utilizaron ambas variantes, con objetivos diferentes.

Amplificacién de secuencias conocidas. Se rastrearon secuencias correspondientes a genes

que codifican factores implicados en virulencia, resistencia a antimicrobianos, asi como genes o
secuencias de diferentes tipos de integrones y transposones. Para ello se utilizaron iniciadores
especificos de 20 a 30 bases, algunos propuestos por otros autores y otros disefiados en nuestro

laboratorio a partir de secuencias depositadas en bases de datos.
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Amplificacién de secuencias arbitrarias, RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA).

En esta técnica los productos de amplificacién son secuencias aleatorias cuya funcién se
desconoce. Se utiliza un unico iniciador por reaccion, de 10 a 15 bases, lo que permitird, por azar,
comenzar la amplificacién en uno o mds puntos desconocidos del ADN cromosémico. En este
método de tipificacién, el nimero y tamafio de fragmentos obtenidos a partir de cada aislamiento
definen su perfil-RAPD, pudiendo compararse los correspondientes a distintos aislamientos
(Williams et al., 1990; Soto et al., 1999).

Esta técnica es simple y rdapida. Sin embargo es necesario encontrar el o los iniciadores
adecuados para generar perfiles bien definidos, diferenciables entre si, reproducibles y ttiles para

comparar resultados de diferentes series, sin olvidar la optimizacién de las condiciones.

Las condiciones de amplificacion utilizadas en cada una de las dos variantes se muestran en
la tabla 4.

Tabla 4. Condiciones de la reaccién de amplificacién

Desnaturalizacion
Variantes Amplificacion Elongacion final
inicial
Integrones-transposones .
30 ciclos
1 ciclo 94°C  30s 1 ciclo
Genes de resistencia ) ) )
94°C 5 min T,*C 1 min 72°C 5 min
72°C 1 min
Genes de virulencia
2 ciclos 35 ciclos 1 ciclo
94°C 4 min 94°C  30s
RAPD-tipificacion
35°C 2 min 35°C 1 min 72°C 5 min
72°C 2 min 72°C 2 min

*T, (Temperatura de anillamiento): depende de cada par de iniciadores y se indica en el anexo II

3.a.3. PCR-RFLP

Para el rastreo de los genes que codifican las integrasas de clase 1, 2 y 3 se empleé el
protocolo descrito por White et al. (2001). En primer lugar se realiz6 una PCR empleando
oligonucledtidos degenerados (Hep35 y Hep36, Tabla IL.b), que se unen a regiones conservadas de
los genes de los tres tipos de integrasas intl1, intl2 e intl3. Los amplicones obtenidos se purificaron
con el kit GFX™ DNA and Gel Band Purification kit (GE Healthcare) y se digirieron con 8 U del
enzima de restriccion Hinfl (Takara Bio Inc.) a 37°C, en un volumen final de 20 pl. Los fragmentos

se separaron en geles de agarosa al 2%. El gen de la integrasa intl1 carece de sitios de corte para el
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enzima empleado, de forma que la visualizaciéon de un tnico fragmento de 491 pb indica la
presencia de esta integrasa. Por el contrario, perfiles de 300 pb y 192 pb o de 119 pb y
372 pb, corresponden a intl2 e intl3, respectivamente. Estos genes contienen un sitio de

reconocimiento para Hinfl, en posiciones diferentes.

3.b. Macrorrestriccion con Xbal y Blnl y electroforesis en campo pulsante

El polimorfismo del ADN de los aislamientos se analizd6 mediante el estudio de los
fragmentos de restriccién de su genoma generados con una endonucleasa de baja frecuencia de
corte (Xbal y Binl) y su posterior separacion por electroforesis en campo pulsante (“Pulsed Field

Gel Electrophoresis”, PFGE; Fig. 22).

Cultivo.- la cepa a estudiar se inocula en 4 ml de LB y se incuba a 37°C en estatico durante
7 horas. Este cultivo se vierte en una placa de LA para conseguir un crecimiento en sdbana después

de una noche a 37°C.

Preparacion de los bloques de agarosa.- Este paso resulta clave en una técnica que
requiere la obtencion del ADN intacto. A partir del cultivo en placa de la noche anterior se van a
realizar suspensiones en tampén PBS (Na,HPO, 8 mM-NaH,PO,H,0 2 mM-NaCl 0,4 M; pH 7,2)
con una absorbancia de 1,0 a 610 nm. A una alicuota de estas suspensiones se le afiadird lisozima
(Roche Diagnostics), proteinasa K (Roche Diagnostics), SDS (GE Healthcare) (concentraciones
finales de 0,4 mg/ml; 0,4 mg/ml; 0,5%, respectivamente) y agarosa de bajo punto de fusién al 1,2%
(Seakem Gold Agarose, Cambrex). Una vez solidificada la agarosa, los bloques obtenidos se
introducen en una solucién con EDTA (Merck), N-laurilsarcosina (GE Healthcare) y proteinasa K
(0,5 M pHS, 1%, 1 mg/ml, respectivamente). El empleo de estos agentes antes y después de la
obtencién de los bloques garantiza la lisis celular asi como la eliminacidn de enzimas que podrian

degradar el ADN.

Lavados de los bloques.- En total se llevan a cabo 5 lavados a 50°C, el primero de ellos
con agua milliQ, al que siguen 4 con TE (TrisHCI 10 mM, pH8-EDTA 1 mM). Los bloques asi

obtenidos se pueden conservar en TE a 4°C hasta su utilizacion.

Digestion del ADN en los bloques de agarosa.- Tras los sucesivos lavados, los bloques,

que contienen ADN de gran pureza y sin fragmentar, se digieren directamente con 30 U del enzima
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de restriccién seleccionado: Xbal (5°-TCTAGA-3’) o Binl (5°’-CCTAGG-3’), (ambos de Takara
Bio Inc.), durante 4 horas a 37°C.

Electroforesis.- Una vez finalizada la digestion, los bloques se funden a 68°C. De esta
forma se puede cargar el ADN digerido en un gel de agarosa al 1,2% con TBE 0,5x (Tris 10mM-
Borato 45 mM pH8-EDTA 1 mM). Las condiciones empleadas en la electroforesis fueron las
consenso para Salmonella, recogidas en Peters et al. (2003): pulso inicial de 2 s; pulso final de 64 s;
20 horas de corrido; temperatura 14°C; 200 V; dngulo de 120°. Como control de tamafio molecular
se utilizéd el marcador A ladder (New England Biolabs) y el ADN de la cepa de referencia
Braenderup H9812 digerido con Xbal (Hunter ef al., 2005). La electroforesis se llevé a cabo en
CHEF-DR ® III System (BIO-RAD) y la tincién y visualizacion del gel se realiz6 del mismo modo

que en electroforesis cldsicas.

Inclusion en Preparacion
agarosa de bloques

| 2 & 2k N
P@.—v — é‘é] -’@%1

7 ..{_{' (il

Cultivo celular Lisis celular

Digestion Xbal

Electrodos I
oz

Carga de la

Tincién y visualizacién PFGE muestra

Figura 22. Esquema de la electroforesis en campo pulsante (PFGE)

Reproducibilidad.- Para comprobar la reproducibilidad de la técnica, la tipificacion de
cepas representativas de los diferentes perfiles de macrorrestricciéon gendmica se repitié al menos

dos veces.
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Determinacion de los tipos genéticos.- Cada perfil definitivo se nombré con una letra (X
o B, dependiendo de la endonucleasa utilizada) seguida de un numero ardbigo. El andlisis de
convergencia genética entre perfiles se llevo a cabo de forma manual, codificando como 1 0 0 la
presencia o ausencia de bandas, sin tener en cuenta su tamafio (Millemann et al., 1995). Con los
datos resultantes se generd una matriz. Esta se utilizé para construir un dendograma entre perfiles,
aplicando el coeficiente de similitud (S) de Jaccard (JC) incluido en el programa MVSP

(Multivariate Statistics Package for PCs) (RockWare Inc®, http://www.rockware.com). Este

coeficiente expresa la proporcidon de fragmentos de ADN no compartidos entre dos perfiles y se

calcula aplicando la férmula:

a = numero de bandas comunes a los dos perfiles
JCy=al/(a+b+c¢) b = nimero de bandas presentes en x pero no en 'y
¢ = nimero de bandas presentes en y pero no en x

3.c. Analisis de plasmidos

3.c.1. Extraccion y visualizacion

La obtencién de plasmidos, tanto a partir de los aislamientos de Salmonella como de los
transconjugantes de E. coli, se consiguié mediante el método de lisis alcalina (Sambrock y Russell,
2001). Ademas, los pldsmidos de gran tamaifio se visualizaron por tratamiento con nucleasa S1
seguido de PFGE (Barton ef al., 1995). En este ultimo caso, el ADN contenido en bloques de
agarosa se digiere con 7 U de nucleasa S1 (Takara Bio Inc.), durante 45 minutos a 37°C. Tanto las
condiciones de preparacion de los bloques como las de electroforesis son similares a las descritas
en el apartado 3.b. Con esta técnica conseguiremos linealizar los pldsmidos y asignarles el tamafio
de una forma muy precisa, compardndolos con marcadores apropiados: lambda ladder PFG Marker

(A ladder; New England Biolabs) y ADN de Braenderup H981 digerido con Xbal.

3.c.2. Conjugacion

Para los experimentos de conjugacién se empleé como cepa receptora E. coli K12 J53,
resistente a rifampicina (RIF), y como donadoras distintas cepas de Salmonella resistentes
estudiadas en esta tesis.

Las cepas a conjugar se incuban una noche a 37°C en LB. A partir de estos cultivos se hace
una dilucién 1/100 en caldo fresco y se deja en agitacién a 37°C hasta alcanzar una absorbancia de

0,6 a 600 nm de longitud de onda. Seguidamente se mezclan 100 pl del cultivo de una cepa
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donadora y 200 pl del cultivo de la cepa receptora en 1 ml de LB fresco y se incuban toda la noche
a 37°C en estético. Tras lo cual se agita el cultivo enérgicamente para separar las células y se
siembran 100 pl del mismo en placas de agar EMB (Pronadisa) con dos antibidticos: RIF
(50 pg/ml) para seleccionar E. coli y otro (a la concentracién adecuada) que sea marca de
resistencia de la cepa de Salmonella. De esta forma sélo crecerdn los E. coli que hayan incorporado
la resistencia de la bacteria donadora. Los transconjugantes obtenidos se analizan mediante
antibiograma y amplificaciéon de genes-R, para determinar las resistencias que han adquirido del

aislamiento de Salmonella.

3.c.3. Transformacion

Para los experimentos de transformacién se empleé como cepa receptora E. coli TGI,
susceptible a agentes antimicrobianos, y como donadoras distintas cepas de Salmonella resistentes
estudiadas en esta tesis. La obtencién de células competentes mediante tratamiento con Ca®" y la
transformacién con ADN plasmidico se realizé segun se describe en Sambrook y Russel (2001). El
andlisis de los transformantes se llevé a cabo en medio LA, suplementado con AMP, STR o TET a
la concentracién adecuada (100, 50 y 30 ug/ml, respectivamente). La transferencia de genes-R

adicionales se comprobé mediante antibiograma y amplificacién, como en el apartado anterior.

3.d. Deteccion de secuencias de ADN por hibridacion

Para localizar secuencias especificas en el ADN de los aislamientos en estudio se utiliz6 el
método de Southern (Sambrook y Russel, 2001), que incluye las siguientes etapas (Fig. 23):

Transferencia del ADN a membranas (Southern blotting).- El ADN contenido en geles
de agarosa correspondientes a los perfiles plasmidicos y de macrorrestriccién gendmica, se
desnaturaliza, transfiere y fija a una membrana de nylon. El gel se lava sucesivamente con las
siguientes soluciones: depurinizante (HCl 0,25 N), desnaturalizante (NaOH 0,5 M-NaCl 1 M) y
neutralizante (NaCl 3 M-Tris HCI 0,5 M, pH 8). La transferencia tiene lugar por capilaridad con
papel absorbente y peso. Por ultimo, la fijacién del ADN a la membrana se consigue exponiéndola

a luz ultravioleta durante 2 minutos.

Preparacion de la sonda de ADN.- Las sondas se obtuvieron por PCR usando como
molde ADN de las cepas control, con oligonucleétidos especificos para cada gen (Anexo II) y con
dNTPs marcados con digoxigenina (PCR Dig Labeling Mix, Roche Diagnostics).

Hibridacién.- Consta de cuatro etapas. 1. Prehibridacién, se incuba la membrana en

agitacién durante 2 horas a 60°C con 25 ml de la solucién de prehibridaciéon (SSC 5x-N-
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laurilsarcosina 1%-SDS 0,1%-Blocking reagent 1%) segtin especificaciones de la casa comercial
(Roche Diagnostics). 2. Hibridacion propiamente dicha, la sonda de la secuencia a rastrear as{
como el ADN del fago lambda digerido con Psfl y marcado con digoxigenina, se ponen en contacto
con la membrana, después de haberlos desnaturalizado a 100°C durante 10 minutos. Se incuban al
menos 2 horas a 60°C. 3. Deteccion inmunoquimica, se lava la membrana para eliminar la sonda
no pegada especificamente al ADN. Posteriormente se incuba con una dilucién de anticuerpos
“fab antidigoxigenina” conjugados con fosfatasa alcalina (Roche Diagnostics) que se unen a la
digoxigenina del ADN sonda. 4. Revelado, se realiza mediante fluorescencia con “CDP-Start
Detection System”, segtin especificaciones del fabricante (Roche Diagnostics), y peliculas
Hyperfilm™ (GE Healthcare). En la pelicula autorradiografica se visualizara una zona oscura en el

sitio donde la sonda haya hibridado con un fragmento correspondiente a la secuencia rastreada.

ADN en gel de agarosa Southern-blot

o ———

Sonda unida a secuencias e e

homdlogas de ADN ‘ I . ADN transferido a la
& . \ membrana
gel
"ot ‘\\\ membrana
G - 0
g | 5 S
Revelado Lavadodela | Hibridacién
sonda _ d

"‘1

, . ’ A P O,
At \o 4 u\-*-'v"' P |

e

;- :

Obtencion y marcaje
de la sonda

Figura 23. Transferencia de ADN a membranas (“Southern-blot”) e hibridacién

(http://www.biogate.it/microarrays/microarrays.html, con modificaciones)

MATERIAL Y METODOS 49



3.e. Secuenciacion del ADN

La secuenciacion de las muestras se llevd a cabo en el Servicio de Secuenciacién de la
Universidad de Oviedo, con el equipo ABI PRISM ® 3100 Genetic Analyzer. Se utiliza el
método de secuenciacién ciclica, que se lleva a cabo en un termociclador, aunque se basa en el
método clasico de Sanger, de sintesis interrumpida con dideoxiribonucledtidos (Sanger et al.,
1977). Durante el proceso, los fragmentos sintetizados se marcan con fluorescencia y su separacion
posterior se consigue mediante electroforesis capilar. Los cromatogramas generados se visualizan

con el programa Chromas Lite 2.01 (http://www.technelysium.com.au) y las secuencias, una vez

corregidas, se analizan con el programa BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST). Este
dltimo busca homologias, a nivel de secuencia de nucledtidos o aminodcidos, con las depositadas

en bases de datos (Altschul et al., 1997).
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Resultados







I. Epidemiologia molecular de Salmonella enterica serotipo

Hadar en el Principado de Asturias

1.1. DATOS EPIDEMIOLOGICOS

Se revisaron los aspectos epidemiolégicos de la salmonelosis por S. Hadar en el Principado
de Asturias, incluyendo la evolucién temporal y espacial de los episodios, la presentacién clinica y
epidemioldgica de los casos, asi como el sexo y edad de los pacientes afectados. Los resultados
quedan recogidos en la tabla I.a (Anexo I).

Durante el periodo de estudio el LSP registré 84 aislamientos de S. Hadar (Tabla 5). En el
periodo 1995-2001 el nimero oscild entre siete (afio 2000) y 15 (en 1998), para luego disminuir de
manera considerable, con s6lo uno o dos casos por afio durante 2002-2004. El 50% de los
aislamientos proceden del drea V, mientras que en las dreas VI, VII y VIII la incidencia registrada

fue muy baja.

Tabla 5. Dispersion espacial y temporal de los aislamientos de S. Hadar en el Principado de Asturias

(1995-2004)

Afo(s) Total Areas afectadas (n° aislamientos) Presentacion de los casos
I 11 111 IV \4 VI  VII  VIII Clinica:casos Epidemiologia:casos
1995 13 1 2 10 DA:13 CA:11
BF:2
1996 9 3 5 1 DA:9 CA
1997 9 2 1 1 5 DA:9 CA
1998 15 2 4 2 7 DA:14 CA
0O:1
1999 13 1 1 1 5 5 DA:13 CA
2000 7 5 2 DA:6 CA
AB:1
2001 13 2 3 7 1 DA:12 CA
0O:1
2002 2 1 1 DA:2 CA
2003 1 1 DA:1 CA
2004 2 1 1 DA:2 CA

1995-2004 84 9 5 10 16 42 1 0 1

AB: Abceso; O: Orina; DA: Diarrea Aguda
CA: Caso Aislado; BF: Brote Familiar (2 afectados y 2 aislamientos)

En cuanto a la presentacién clinica, 81 aislamientos (obtenidos de heces) originaron casos
esporddicos de enteritis aguda, dos (procedentes de orina) causaron infecciones urinarias y uno
(recuperado de un abceso) se vio implicado en una infeccion focal, que dos meses después derivo
en una enteritis aguda (recuperdndose nuevamente la bacteria a partir de heces del paciente). S6lo
dos aislamientos (1995, drea V) estuvieron involucrados en un brote familiar, con dos afectados

con cuadro clinico de enteritis aguda.
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En cuanto a la estacionalidad de la salmonelosis por S. Hadar, en los meses frios
(noviembre a abril) se registraron 35 episodios y en los cdlidos (mayo a octubre) 47, lo que
corresponde al 57,3%. Tampoco parecen existir grandes diferencias en funcion del sexo de los
pacientes, con 43 episodios en hombres y 39 en mujeres. Por dltimo, aunque en 12 casos no consta
la edad del paciente, en los restantes se observa una mayor incidencia en personas de 14 a 60 afios,
grupo etario que incluye el 38,6% de los episodios. Otro 27,1% tuvo lugar en nifios con edades
comprendidas entre los tres y los 13 afos. En nifios menores de dos afios o en adultos mayores de

60, la incidencia fue del 17,1%.

1.2. TIPIFICACION MEDIANTE METODOS GENOTIPICOS

I.2.a. RAPD

Para la tipificacion mediante esta técnica se utilizaron los iniciadores S y C. El primero
diferencié un perfil prevalente (S1), presentado por 69 aislamientos (82,1%) y definido por cinco
bandas con tamafios comprendidos entre 1.800 y 500 pb, aproximadamente. Los 15 aislamientos
restantes mostraron un segundo perfil (S2), en el que no aparece uno de los fragmentos (1100 pb)

del perfil prevalente (Fig. 24A).

b
pb P
2140— 2140 —
1700— 1700 —
1159 — 1159 —
805— 805 —
600 —

500 —

Figura 24. Tipificacion RAPD de los aislamientos de S. Hadar (A) Perfiles obtenidos con el iniciador S.
Calle A: ADN del fago A digerido con Pstl. Calle 1: S. Typhimurium ATCC 14028. Calles 2 y 3: perfiles S1 y
S2. (B) Perfiles obtenidos con el iniciador C. Calles A: ADN del fago A digerido con PstfI Calle 1: S.
Typhimurium ATCC 14028. Calles 2 y 3: perfiles C1 y C2

El iniciador C también diferencié dos perfiles dentro de la serie (Fig. 24B). E1 97,6% de los
aislamientos (82) present6 el perfil C1, caracterizado por cuatro bandas de tamafios comprendidos

entre 2.150 y 600 pb. El perfil C2, también cuatro bandas (entre 900 y 300 pb), sdlo se encontré en
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dos aislamientos. La cepa de referencia Typhimurium ATCC 14028, present6 un perfil S similar a

los de S. Hadar, mientras que el perfil C fue claramente diferente.

I.2.b. Macrorrestriccion-PFGE

Para el andlisis de los aislamientos de S. Hadar se valoraron dos endonucleasas de
restriccion: Xbal y Binl. Con Xbal se generaron tres perfiles principales denominados X1 a X3 y
formados por 14-15 fragmentos con tamafios comprendidos entre 20 y 1.135 Kb (Fig. 25). Dentro
de estos perfiles se definieron subtipos, nombrados con letras mintsculas, en base a fragmentos de
ADN que fueron posteriormente identificados como plasmidos (apartado 1.4.b). La mayoria de los
aislamientos (79,8%) mostraron el perfil X1, con tres subperfiles X1a, X1b y Xlc, de acuerdo con
la ausencia de ADN extracromosémico (X1a) o la presencia de pldsmidos de 23 o 45 Kb (X1b y
Xlc, respectivamente). El perfil X2 estuvo representado por 16 aislamientos, sin plasmidos

detectables (X2a) o con el pldsmido de 23 Kb (X2b). El perfil X3 incluyé un dnico aislamiento.

X2b X2a X3 Xic X1b X1a
1 2 3 4 5 6 7 8

Kb
1135 — [ ]
- -
- -
452,7 — B
-
-
-
2444 — B
—
-
138,9 —
33,3 —

Figura 25. Perfiles generados mediante Xbal-PFGE a partir de los aislamientos de S. Hadar. Calles: 1) cepa
de referencia H9812 (S. Braenderup). 2) S. Enteritidis ATCC 13076. 3 y 4) perfil X2. 5) perfil X3. 6-8) perfil
X1. Se sefialan con flechas los fragmentos de 45 y 23 Kb identificados como pldsmidos y que sirvieron para

establecer subtipos

Debido a la escasa discriminacion obtenida, se valord la endonucleasa Blnl en aislamientos
representativos de los tres perfiles Xbal: el tinico X3, 11 X2 y 26 del mayoritario X1. Se obtuvieron

siete perfiles distintos (B1-B7), consistentes en 8-12 fragmentos de tamafios comprendidos entre 10
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y 1.135 Kb (Fig. 26A). Una vez mds se pudieron establecer subtipos (designados con letras
mindsculas) en base a la presencia de fragmentos identificados como plasmidos. Todos los
aislamientos X2 analizados mostraron el mismo patrén de bandas Blnl (perfil B2), mientras que los
aislamientos X1 mostraron seis perfiles diferentes (B1, B3-B7). Los patrones B1 y B3 englobaron
el mayor nimero de aislamientos (15 y 7, respectivamente) y B3 incluyé ademds al tdnico
aislamiento X3. El resto de los perfiles Blnl fue presentado por un sélo aislamiento X1. Como cepa

fuera de grupo, se utilizé S. Braenderup H9812, cuyos perfiles Xbal y Binl fueron claramente

diferentes.
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Figura 26. (A) Perfiles Binl-PFGE. Calle M: Marcador de peso molecular A ladder. Calle 1: S. Braenderup
H9812. Calles 2-10: S. Hadar perfiles B5, B3, B6, Bla, Blb, B7, B2a, B2b, B4b. Se sefialan con flechas los

fragmentos identificados como plasmidos (B) Dendograma de similitud basado en los perfiles Binl-PFGE

Dado el superior poder de discriminacién de Binl, los perfiles obtenidos se utilizaron para
generar un dendograma (Fig. 26B). Estableciendo el punto de corte a S = 0,75 se definieron dos
agrupaciones (G1 y G2) y dos ramas independientes. Los perfiles B1 (a y b), B3, B6 y B7 formaron

el grupo mayoritario (G1), que engloba al 65,8% de los aislamientos analizados, mientras que todos
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los aislamientos B2 (a y b) se incluyeron en el grupo G2 (28,9%). Las dos ramas independientes
estdn formadas por los unicos aislamientos B4 y B5 (2,63% cada una de ellas). S. Braenderup (cepa

fuera de grupo) tiene un coeficiente de similitud S = 0,13 respecto a S. Hadar.

Unificando los resultados conseguidos mediante los dos métodos de tipificacion, se puede
concluir que la mayoria de los aislamientos analizados (79,8%) presentaron el perfil RAPD
combinado S1C1, donde se encuadran casi todos los aislamientos X1 (62), el tnico perfil X3 y 4
aislamientos X2, asi como representantes de todos los perfiles Binl. Por otro lado, el perfil S2C1
(17,9%) esta formado esencialmente por aislamientos X2 (12), incluyendo tres aislamientos X1 y
representantes B2 y B1. Por dltimo, sélo dos aislamientos (2,4%), ambos X1B1, presentaron el

perfil SIC2 (Tabla 6).

Tabla 6. Correlacion de perfiles RAPD y PFGE

RAPD PFGE Aislamiento LSP representativos
S1C1 X1B1  64/95; 65/95; 248/96; 310/96; 543/96; ; 153/97; 113/98; 543/98; 25/99; 24/01; 39/01; 481/01
X1B3  225/95;318/95; 374/95; 40/96; 444/96; 12/97; 186/98
X1B4  542/96
X1B5  9/97
X1B6  112/00
X1B7  529/01
X2B2  282/97;247/98; 281/98
X3B3  509/98
S1C2 X1B1  389/95; 343/97
S2C1 X1B1  124/01
X2B2  501/95; 505/95; 562/95; 578/95; 175/96; 444/98; 44/99; 58/99

1.3. RESISTENCIA A ANTIMICROBIANOS

En funcién de las resistencias detectadas se identificaron 13 perfiles (Tabla 8), designados
RO (que incluye a los aislamientos susceptibles) a R12. Las resistencias individuales méds comunes
fueron tetraciclina (79,8%), estreptomicina (76,2%) y dacido nalidixico (76,2%), seguidas de
ampicilina-cefalotina (50%). Todos los aislamientos resistentes a dcido nalidixico presentaron una
disminucién de la susceptibilidad a ciprofloxacino (CMI de 0,5 pg/ml). No se encontraron
resistencias a cloranfenicol, kanamicina, sulfadiacina ni trimetoprim-sulfametoxazol.

Los perfiles mayoritarios fueron R11 y R8, con 34 y 24 aislamientos que, en conjunto,
comprenden el 69% de la serie. Es destacable, ademas, la aparicion de resistencia a gentamicina en

un Unico aislamiento de 2001 (perfil R12), que comparte las demds resistencias (dcido nalidixico,

RESULTADOS 55



ampicilina-cefalotina, estreptomicina y tetraciclina) con el perfil R11. Estos dos perfiles
mayoritarios incluyen a los aislamientos multiresistentes (MDR; resistentes a cuatro o mds agentes
no relacionados). El tercer perfil en frecuencia fue el RO, con 12 aislamientos susceptibles a todos
los antimicrobianos ensayados (14,3%). El resto de aislamientos se distribuy6 en los diez perfiles

restantes, cada uno de los cuales tiene un maximo de dos representantes.

1. 4. GENES Y ELEMENTOS GENETICOS IMPLICADOS EN LA RESISTENCIA A

ANTIMICROBIANOS

I.4.a. Identificacion de determinantes de resistencia a antimicrobianos

El uso de oligonucleédtidos especificos para los genes aac(3)Il, aac(3)IV, aadAla, strA,
strB, dfrAl, dfrAl2, blaoxa.1, blapsg 1, blargm.1, tet(A), tet(B) y tet(G) nos permitié identificar los

determinantes genéticos mds relevantes para las resistencias observadas. En resumen:

= Todos los aislamientos resistentes a estreptomicina y tetraciclina presentaron un amplicén
del tamafio adecuado con los iniciadores para strA/B y tet(A), respectivamente. Por el
contrario, las amplificaciones de los genes aadAla, tet(B) y tet(G) dieron un resultado
negativo.

= Todos los aislamientos resistentes a ampicilina-cefalotina resultaron positivos para el gen
blatgy y negativos para blapsg.; y blaoxa.1- En extractos crudos de 4 de estos aislamientos
se detectd una unica especie de f-lactamasa, con un punto isoeléctrico de 5,4. Esto es
compatible con la presencia de una proteina TEM-1, que confiere resistencia tanto a
ampicilina como cefalotina.

= Los Unicos aislamientos trimetoprim (LSP186/98) y gentamicina (LSP481/01) resistentes
fueron positivos para dfrAl y aac(3)IV, respectivamente.

= En todos los aislamientos resistentes a dcido nalidixico la amplificacién de gyrA, gen que
codifica para la subunidad A del enzima ADN-girasa, y su posterior digestion con Hinfl
sugirieron la existencia de una mutacién en el codén Asp-87. La secuenciacidon de los
amplicones gyrA de 5 cepas resistentes a dcido nalidixico y con susceptibilidad disminuida
a ciprofloxacino revel6 la existencia de una mutacién (GAC a AAC), que cambia el Asp-
87 por Asn. No se encontraron mutaciones en los genes gyrB y parC de estos mismos

aislamientos.
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L.4.b. Andlisis de integrones y plasmidos

En todos los aislamientos, las amplificaciones encaminadas a detectar integrones de clase 1
y 2 dieron resultados negativos. Por el contrario, la visualizacién de ADN extracromosémico
mediante los métodos de lisis alcalina y S1-PFGE reveld la presencia de plasmidos en la mayoria
de los aislamientos. Su tamafio vari6 entre 2 y 100 Kb, siendo destacable que los mas pequefios
s6lo pudieron visualizarse mediante el método de lisis alcalina y los mas grandes mediante S1-
PFGE.

La hibridacién de los perfiles S1-PFGE con sondas para los genes de resistencia
previamente identificados revelaron la existencia de cinco pldsmidos-R, designados pUO-SAR1 a
pUO-SAhRS (Fig. 27; Tabla 7). En pUO-SAR1, pUO-SER2 y pUO-ShR4 solamente se localizé el gen
de resistencia blargym.|, mientras que pUO-SAR3 y pUO-SERS presentaron ademads los genes dfrAl
y aac(3)IV-strA/B, respectivamente.

= pUO-ShR1, tiene un tamafio de 9 Kb y una incidencia global del 36,9%. Fue el plasmido-R
de menor tamafio encontrado en la serie. Aparecid por primera vez en un aislamiento MDR
(LSP542/96) de 1996. Desde entonces su frecuencia fue en aumento, llegando a estar
presente en el 69,2% de los aislamientos recogidos en 2001. Los datos de los afios
posteriores resultan poco significativos estadisticamente, debido al bajo nimero de

aislamientos registrados.

A B

M1 234567 8 9101112131415161718 M1 2 34 56 7 8 9101112131415161718

¥ {

Figura 27. Andlisis de plasmidos de aislamientos representativos de S. Hadar. (A) Plasmidos visualizados
mediante S1-PFGE. Calles 1-18: LSP 509/98; 186/98; 501/95; 562/95; 40/96; 282/97; 543/98; 153/97;
112/00; 24/01; 542/96; 25/99; 529/01; 9/97; 481/01; 225/95; 39/01; 113/98. Calle M: marcador de peso
molecular A ladder. (B) Hibridacién del panel A con blargy.;. Los plasmidos de 30 y 95 Kb, resultaron

positivos también para hibridaciones con: dfrAl y strA/B-acc(3)IV, respectivamente, se indican con flechas
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= pUO-ShR2, es un plasmido de unas 23 Kb. Se detectd por primera vez en 1995,
manteniéndose posteriormente, aunque con una frecuencia baja (7,5%).

= pUO-ShR3, de unas 30 Kb, aparecié en el unico aislamiento resistente a trimetoprim
(LSP186/98), resistencia codificada en este pldsmido.

= pUO-ShR4, plasmido de 45 Kb, se encontré solamente en dos aislamientos (LSP374/95 y
LSP40/96) de 1995 y 1996, respectivamente.

= pUO-SKRSY, es el de mayor tamafio, unas 95 Kb. Aparecié en una tnica cepa (LSP481/01)
junto con pUO-ShR1. Esta cepa es también la Unica que presenta resistencia a gentamicina,

codificada por el gen aac(3)IV localizado en el plasmido.

Para una mejor caracterizacion de los plasmidos-R identificados, se llevaron a cabo
experimentos de conjugacién y transformacion. Todos los plasmidos, excepto pUO-SiR1, fueron
conjugativos, presentando los transconjugantes analizados el fenotipo-R de las cepas donadoras.
Ademds, la adquisicién de los genes de resistencia esperados se confirmé mediante amplificacion.
Por otro lado, pUO-SAR1 pudo ser introducido en E. coli tanto por transformacién artificial, como
de manera natural, movilizado por pUO-SZR5 en conjugaciones entre LSP481/01, aislamiento

portador de ambos pldsmidos, y E. coli.

Tabla7. Caracteristicas de los plasmidos de resistencia detectados en S. Hadar

Transferencia a Genes-R adquiridos/

Plasmido Kb E. coli Fenotipo conferido % (n) Perfil-R
pUO-ShR1 9 rf ? blatem/[ AMP-CEF] 36,9 31) R9,RI0,RI11
pUO-ShR2 23 na + blarem/[ AMP-CEF] 7,5 (6) R11
pUO-SAR3 30 na + blaygy-dfrA1//AMP-CEF]-TMP 1,2(1) R7
pUO-ShR4 45 na + blargm/[ AMP-CEF] 2,4 (2) R3,R6
pUO-ShR5 95 na + blargm-aac(3)IV-strA/BI[AMP-CEF]-GEN-STR 1,2 (1) R12

n, nimero de aislamientos que presentan ese plasmido frente al nimero total (84) de aislamientos analizados

T, transformacién; C, conjugacion; -, negativo; na, no analizado.

Finalmente, para determinar si existia una superproduccién de la B-lactamasa tipo TEM-1
codificada por los plasmidos-R que explicase la resistencia conjunta a los dos [-lactamicos
ensayados, se seleccionaron aislamientos representativos y se analizd su resistencia a amoxicilina-
clavuldnico (AMC). Todos los aislamientos portadores de pUO-ShR1 fueron resistentes a AMC
(con halos de inhibicién entre 10 y 13 mm de didmetro) y los que contenian alguno de los otros
pldsmidos-R presentaron una sensibilidad intermedia (con halos de entre 14 y 16 mm). También se

encontraron diferencias en las concentraciones minimas inhibitorias (CMIs) para cefalotina. Los
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aislamientos positivos para pUO-ShR1 presentaban CMIs > 128 pg/ml frente a los valores de
32 pg/ml del resto. Estos resultados sugieren una superproduccion de la f—lactamasa que podria
estar relacionada con el nimero de copias de los pldsmidos. Este se espera que sea superior en el

caso de pUO-ShR1, debido a su menor tamafio.

I.4.c. Localizacion de determinantes de resistencia en los perfiles de

macrorrestriccion-PFGE

Los perfiles Xbal y BInl de los 38 aislamientos sometidos a restriccion con ambas
endonucleasas se hibridaron con sondas especificas para distintos genes-R. Los resultados se

muestran en las figura 28 y se recopilan en la tabla 8.

= En los aislamientos resistentes a estreptomicina, la sonda strA/B hibrid6 en tres fragmentos
diferentes, de aproximadamente 580 Kb en los perfiles B1, B2 y B6, 435 Kb en el perfil B4
y 570 Kb en el perfil B7. En LSP481/01 se encontré una segunda copia de los genes
strA/B, localizada en un fragmento de unas 95 Kb, identificado como pUO-SiRS y
utilizado para definir el perfil B1b de dicho aislamiento.

= En los aislamientos resistentes a tetraciclina, la sonda tet(A) hibridé en una banda de 435
Kb en los perfiles B1, B2 y B7 y en bandas de 580 Kb, 390 Kb y 410 Kb en los perfiles
B4, B5 y B6, respectivamente.

= En todos los aislamientos resistentes a estreptomicina y tetraciclina, las sondas strA/B y
tet(A) hibridaron en un fragmento Xbal de unas 240 Kb, aparentemente comun a todos los
perfiles X, aunque cada una lo habia hecho en un fragmento Binl diferente. Esto podria
explicarse por la existencia de un sitio de restriccién Binl dentro del fragmento Xbal o bien
por la superposicion de mds de un fragmento Xbal en la zona del gel correspondiente a
240 Kb.

= Ademas, en un aislamiento resistente a tetraciclina (LSP374/95), la sonda fet(A) hibrid6 en
una banda Xbal de 45 Kb (en la misma posicién que el pldsmido pUO-ShR4), mientras que
en el correspondiente perfil Blnl no se observé hibridacién. Este gen podria localizarse en
un fragmento B/nl demasiado pequefio para su visualizacion mediante PFGE. Esto mismo
podria suceder con un segundo aislamiento (LSP318/95) en el cual la sonda tef(A) hibridé
en el fragmento Xbal de 240 Kb, pero no en el perfil Binl.

= Todos los aislamientos resistentes a ampicilina-cefalotina portaban el gen blatgy.; solo o
combinado con otros determinantes de resistencia, dependiendo del pldsmido-R. Sin

embargo solo alguno de estos pldsmidos pudo detectarse en los perfiles Xbal (pUO-ShR2 y
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pUO-ShR4) o Binl (pUO-ShR2 y pUO-SARS). De acuerdo con lo esperado, los fragmentos
de 23, 45 y 95 Kb (pUO-ShR2, pUO-ShR4 y pUO-ShRS, respectivamente) dieron sefal
positiva con la sonda blargy.;. Ademds, el fragmento de 95 Kb hibrid6 también con strA/B

y aac(3)IV.

M1 2 34 56 7 8 12 3 45 6 78910 12 34 567 89 10M

Kb

582,0
- e ™ - 485,0

- 436,5
|- - - 388,0

291,0
- - - 2425

- 194,0

™ ,
w| 1455

‘ - > - wl| 970
& 485

23,1

Figura 28. Localizacién de determinantes de resistencia en el genoma de S. Hadar. (A) Hibridacién de los
perfiles Xbal-PFGE (Fig. 25) con la sonda tef(A). Calle M: A ladder. Calle 1: S. Braenderoup H9812. Calle 2:
S. Enteritidis ATCC 13076. Calles 3-8: perfiles X2b, X2a, X3, Xlc, X1b, Xla. En los aislamientos
resistentes a estreptomicina, la sonda strA/B hibridé con los mismos fragmentos que la sonda fet(A). (B) y
(C) Hibridacion de los perfiles BInl-PFGE (Fig. 26) con las sondas strA/B y tet(A), respectivamente Calle M:
A ladder. Calle 10: H9812. Calles 1-9: B4b, B2b, B2a, B7, B1lb, Bla, B6, B3 y B5. El fragmento de 95 Kb

(de origen plasmidico), sefialado con una flecha, también hibrid6 con una sonda aac(3)IV
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Tabla 8. Perfiles de resistencia a antimicrobianos encontrados en aislamientos de S. Hadar. Distribucion en perfiles de macrorrestriccion-PFGE, contenido de

pldsmidos-R y localizacién de determinantes-R en el genoma bacteriano

Perfil R  Fenotipo-R/Genotipo-R PFGE-tipos Plasmido(s)-R*  Localizacién de genes-R en perfiles Xbal-, BInI-  Aislamientos representativos
(N=84) y S1-PFGE
(Xbal/BInl/S1 tamaiios en Kb)
(gi‘éi) (Ile’;g) strA/B ret(A) blams  dffAl  ace(3)-IV
RO (12) Susceptible X1 (10) B3 (3) - - - - - - LSP225/95
X2 (1) B2 (1) - - - - - LSP247/98
X3 (1) B3 (1) - - - - - LSP509/98
RI1 (1) STR/strA/B X1 (1) B1 (1) - 240/580/- - - - - LSP113/98
R2 (2) TET/tet(A) X1 (2) B1 (1) - - 240/435/- - - - LSP65/95
B3 (1) - 240/-/- - - - LSP318/95
R3 (1) [AMP-CEF]/blatem X1 (1) B3 (1) pUO-ShR4 - - 45/-/45 - - LSP40/96
R4 (2) STR-TET/strA/B-tet(A) X1(2) BI(l) - 240/580/-  240/435/- - - - LSP64/95
R5 (1) TET-NAL/tet(A)-gyrA* X1 (1) B1 (1) - - 240/435/- - - - LSP248/96
R6 (1) [AMP-CEF]-TET/blargm-tet(A) X1 (1) B3 (1) pUO-ShR4 - 45/-/- 45/-/45 - - LSP374/95°
R7 (1) [AMP-CEF]-TMP/blargu-dfrAl X1 (1) B3 (1) pUO-ShR3 - - -/-130 -/-130 - LSP186/98°
R8 (24) STR-TET-NAL/ X1 (12) B1(5) - 240/580/- 240/435/- - - - LSP310/96
strA/B-tet(A)-gyrA* X2 (12) B2 (7) - 240/580/- 240/435/- - - - LSP175/96
R9 (2) [AMP-CEF]-STR-NAL/ X1 (2) B1(1)  pUO-ShR1 240/580/- - --19 - - LSP24/01
blatem-strA/B-gyrA*
R10(2) [AMP-CEF]-TET-NAL/ X1 (1) B5(1) pUO-ShR1 - 240/390/- -/-19 - - LSP9/97°
blare-tet(A)-gyrA* X2 (1) B2(1)  pUO-ShRI - 240/435/- /19 - - LSP282/97
R11 (34) [AMP-CEF]-STR-TET-NAL/ X1 (32) B1 (4) pUO-ShR1 240/580/- 240/435/- -/-19 - - LSP153/97% LSP543/98; LSP25/99
blatgm-strA/B-tet(A)-gyrA* pUO-ShR2 240/580/- 240/435/- 23/23/23 - - LSP39/01
B4 (1) pUO-ShR1/R2 240/435/-  240/580/-  -/-19 - - LSP542/96"
23/23/23
B6 (1) pUO-ShR1 240/580/- 240/410/- -/-19 - - LSP112/00°
B7(1) pUO-ShR1 240/570/-  240/435/-  -/-19 - - LSP529/01°
X2 (2) B2(2) pUO-ShR2 240/580/-  240/435/-  23/23/23 - - LSP562/95; LSP501/95°
R12 (1) [AMP-CEF]-GEN-STR-TET-NAL/ X1 (1) B1(1) pUO-ShR1/RS 240/580/95  240/435/- -/-19 - -/95/95 LSP481/01°
blargm-aac(3)IV-strA/B-tet(A)- -/95/95
gyrA*

*pUO-ShR: plasmido de la Universidad de Oviedo-Salmonella Hadar Resistencia.
N, nimero de aislamientos analizados; (n), nimero de aislamientos que presentan la caracteristica correspondiente; -, negativo; gyrA*, mutacién del codén Asp87 a Asn. ° En estos aislamientos
se determino la CMI a cefalotina y el didmetro de inhibicién de AMC; Los fragmentos de 9, 23, 30, 45 y 95 Kb se corresponden a los plasmidos pUO-SAR1-pUO-SERS, respectivamente (Fig. 25-27).
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I1. Epidemiologia Molecular de Salmonella enterica serotipo

Brandenburg en el Principado de Asturias

I1.1. DATOS EPIDEMIOLOGICOS

En cuanto a los aspectos epidemiolégicos de la salmonelosis por S. Brandenburg en el
Principado de Asturias (Anexo I, Tabla Lb), el estudio de la evolucién temporal y espacial reveld
una baja incidencia de este serotipo, con sélo 37 aislamientos registrados durante el periodo 1993-
2005 (Tabla 9). En la mayor parte de los afios el niimero varié de cero a tres, por lo que destacan
1995, 1997 y 2000, con nueve, seis y diez aislamientos, respectivamente. De nuevo, el mayor
nimero de aislamientos corresponde al drea V (19), seguida del drea IV (10). 32 aislamientos,
recuperados de heces, causaron episodios de diarrea aguda (30) o recurrente (2), uno (procedente
de orina) se vio implicado en una infeccidén urinaria y otro (obtenido de un abceso) en una
infeccién focal. Todos estos aislamientos se registraron como responsables de casos aislados,
aunque nueve de ellos, recuperados en el drea V durante los meses de septiembre y octubre,
originaron un brote comunitario no declarado oficialmente (ver Discusién). Los tres aislamientos
restantes no proceden de muestras clinicas sino de alimentos (dos, obtenidos de derivados carnicos)

y de un agua residual (1).

Tabla 9. Dispersion espacial y temporal de los aislamientos de S. Brandenburg en el Principado de Asturias

(1993-2005)

Afo(s) Total Areas Sanitarias afectadas (n° aislamientos) Presentacion de los casos
I 11 1 1V \ VI  VII  VII Clinica:casos Epidemiologia:casos

1993 2 2 DR:1 CA

1995 9 1 1 4 3 DA:8 CA
AR

1996 1 1 DA:1 CA

1997 6 1 2 3 DA:4 CA

AB:1

1998 1 1 DA CA

1999 1 1 DA CA

2000 10 1 9 DA:9 Bnd: 9
C:1 CA:1

2001 2 2 DA:1 CA
C:1

2002 3 3 DA:3 CA

2004 1 1 DA:1 CA

2005 1 1 0:1 CA

1993-2005 37 0 2 5 10 19 0 0 1
AR: Agua Residual; C: Carne; AB: Abceso; O: Orina; DA: Diarrea Aguda
CA: Caso Aislado; Bnd: posible brote no declarado oficialmente (9 afectados)

En cuanto a la estacionalidad de la salmonelosis por S. Brandenburg, se registraron 13

episodios clinicos en el periodo frio (noviembre a abril) y 19 (59,4%) en el cdlido (mayo a
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octubre). Por otro lado, la incidencia fue ligeramente superior en mujeres (20; 62,5%) que en
hombres (12; 38,5%). En siete episodios no constaba la edad del paciente. En cuanto al resto, el
32% de los casos ocurrié en nifios menores de dos afios, mientras en los demds grupos de edad la

frecuencia fue cercana al 20%.

I1.2. TIPIFICACION MEDIANTE METODOS GENOTIPICOS

I1.2.a. RAPD

Se amplificaron secuencias no conocidas del genoma de S. Brandenburg usando los
iniciadores aleatorios S y C. El primero diferencié dos perfiles entre los aislamientos de la serie
(Fig. 29A). Se encontré un perfil prevalente (S1), presentado por 30 aislamientos y definido por
cuatro bandas entre 1.100 y 650 pb. Los otros siete aislamientos presentaron el perfil S2, con cinco

bandas entre 1.000 y 450 pb.

A1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

pb

2443
1700

1159
805

448

Figura 29. Perfiles obtenidos mediante tipificacion RAPD en S. Brandenburg. (A) Iniciador S. Calle A: ADN
del fago A digerido con PstI. Calle 1: perfil S1. Calle 2: S2. (B) Iniciador C. Calle A: ADN del fago A digerido
con Pstl. Calle 1-11: perfiles C1-C11, respectivamente

A diferencia del anterior, el iniciador C reveld grandes variaciones en el genoma de
S. Brandenburg, encontrdndose 11 perfiles: C1-C11 (Fig. 29B) con fragmentos comprendidos entre
2.300 y 450 pb. El perfil mayoritario fue C3 (13 aislamientos), seguido de C1 (7), mientras que el

resto aparecid en un maximo de cuatro aislamientos.
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I1.2.b. Macrorrestriccion-PFGE.

El andlisis de macrorrestriccion con la endonucleasa Xbal seguida de PFGE confirmé la
elevada diversidad de los aislamientos S. Brandenburg circulantes en el Principado de Asturias
durante 1993-2005. En total se detectaron 12 perfiles (X1-X12), constituidos por 12 a 19
fragmentos, con tamafios comprendidos entre 20 y 1.135 Kb (Fig. 30A). Aunque ninguno de ellos
incluy6 un elevado niimero de aislamientos, el mayoritario fue X9 (nueve aislamientos), seguido
por X1 (5) y por X2 y X3 (cada uno con cuatro aislamientos). El resto fue presentado por uno, dos

o tres aislamientos.

A B
G3 G2 G1
X1 X3 X2 X10 X9 X4 X6 X5 X8 X7 X11X12 X8 X7 X12 X10X9 X4 X3X11X5 X6 X2 X1
i M 23 45 6.7 89 10111213 s
&
- ro
Kl ©
N~
- _,--e S
- U L
- S
L &
fen °
Y
- - o
e ,- = | W
- . — ] e
Q
_‘-- E
()
" i
q) |-
- g/°
2
2
[2am)
() [ee]
o} [aV]
O Lo

Figura 30. (A) Perfiles Xbal-PFGE generados a partir de los aislamientos de S. Brandenburg. Calle 1: perfil
X1. Calles 2 a 12: X3, X2, X10, X9, X4, X6, X5, X8, X7, X11, X12, respectivamente. Calle M: marcador de
peso molecular A ladder. Calle 14: S. Braenderup H9812. (B) Dendograma de similitud construido a partir de
los perfiles Xbal-PFGE

El dendograma de similitud construido en base a los perfiles Xbal a un punto de corte de
S = 0,72 identificé tres grupos, G1 a G3 y dos ramas independientes, correspondientes a los perfiles

X3y X4 (Fig. 30B). G1 incluy6 cinco perfiles (X1, X2, X5, X6 y X11; 35,1% de los aislamientos;
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S > 0,74), mientras que G2 agrupé a tres (X9, X10 y X12; 35,1% de la serie;
S>0,80)y G3 a2 (X7y X8; 10,8% de la serie; S > 0,75). La gran diversidad genémica de los
aislamientos de la serie queda reflejada por el bajo valor de S entre el total de los perfiles (S = 0,30,
correspondiente al dltimo nudo del dendograma). El coeficiente de similitud de S. Braenderup
(cepa fuera de grupo) con respecto a S. Brandenburg fue S = 0,15.

La heterogeneidad de los aislamientos de S. Brandenburg qued6 ain mds manifiesta en el
andlisis de macrorrestriccién con la endonucleasa Blnl. Los 14 perfiles obtenidos (B1 a B14)
presentaron de 8 a 16 fragmentos con tamafios comprendidos entre 20 y 1.135 Kb (Fig. 31A). B1
resultd ser el perfil mayoritario englobando siete aislamientos de los afos 1993-1997. El perfil B2
es muy similar a B1 y aparecié en un tnico aislamiento de 1995. El perfil B7 es el segundo en
frecuencia, encontrdndose en cinco aislamientos del afio 2000. Muy similares a B7 fueron B8 (tres
aislamientos de 2002-2004), B9 (1 aislamiento de 1998) y B10 (4 aislamientos de 2000). Al igual
que B10, B3 incluy6 cuatro aislamientos (de 1995-2001), mientras que los demds perfiles fueron

presentados por uno, dos o tres aislamientos.
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Figura 31. (A) Perfiles BInl-PFGE de los aislamientos de S. Brandenburg. Calles 1-14: perfiles de B1-B14.

0,04

Calle M: marcador de peso molecular A ladder. Calle 15: S. Braenderup H9812. (B) Dendograma de similitud
basado en los perfiles Binl-PFGE
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A un valor S = 0,60, Binl sélo estableci6 tres agrupaciones (G1 a G3) quedando cinco
ramas independientes (Fig. 31B). Con una similaridad de S > 0,69, G1 incluy6 cuatro perfiles (B7,
B8, B9 y B10; 35,1% de la serie), G2, 3 perfiles (B6, B11 y B12; 10,8% de la serie; S > 0,62) y G3
2 perfiles (B1 y B2; 21,6% de la serie; S > 0,75). El coeficiente de similitud de S. Braenderup (cepa

fuera de grupo) con respecto a S. Brandenburg fue 0,21.

Finalmente, al considerar los resultados obtenidos con los dos métodos de tipificacion
empleados, en la mayor parte de los casos no se observé una correlacion clara entre perfiles RAPD
y/o perfiles macrorrestriccion-PFGE. En la tabla 10 se desglosa la gran diversidad de

combinaciones obtenidas.

Tabla 10. Correlacién de perfiles RAPD y PFGE

RAPD PFGE Cepas LSP RAPD PFGE Cepas LSP
C1S1  XI1B1 493/93; 497/93; 202/95 C3S2  X10B8 37/02
X1B2 24/95 C4S1 X10B8 8/04
X2B4 125/02 C5S2  X8B6  26/00
X2B14  145/01 C6S1  X2B4  662/01
C1S2  X7B12  227/97 C6S2  X7B11  338/97
C2S1  X7B11  407/97 C7S1 X3B3  8/95;9/95; 190/95; 34/05
X11B13  52/99 C8S1  X1B1 136/97
C3S1  X9B7 385/00; 484/00; 487/00; 490/00; 571/00 X5B1  331/96
X9B10  396/00; 422/00; 423/00; 483/00 C8S2  X5B1  20/97
X2B4 203/95 C9S2  X6Bl1 19/97
X12B8  272/02 C10S2  X4B5  579/95
X12B9  545/98 C11S1  X4B5  379/95; 527/95

I1.3. RESISTENCIA A ANTIMICROBIANOS

El andlisis de la susceptibilidad a antimicrobianos identificé 13 perfiles de resistencia
(RO-R12) entre los aislamientos de S. Brandenburg (Tabla 12). La mayoria (43,2%; distribuidos
entre 1995-2004), resulté sensible a todos los agentes ensayados: perfil RO. El segundo perfil en
frecuencia fue R12 (18,9% de la serie), detectado entre los afios 1995 y 1997. Se trata de un perfil
MDR, que incluye resistencia a siete antimicrobianos no relacionados (AMP-CHL-KAN-STR-
SUL-TET-TMP). Los perfiles R9, R10 y R11, también MDR, se encontraron en cinco aislamientos
entre los afios 1997 y 2002 (13,5%). Los demads perfiles incluyeron uno o dos aislamientos y un

maximo de tres resistencias.
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Por otro lado, las resistencias individuales mds comunes fueron estreptomicina (48,7%),
tetraciclina (40,5%), kanamicina (37,8%), cloranfenicol y trimetoprim (35,1%), ampicilina y
sulfadiacina (32,4%). Por tltimo, cabe destacar la presencia de un tnico aislamiento (LSP527/95;
perfil R4) resistente a &cido nalidixico, que también mostré susceptibilidad reducida a

ciprofloxacino (CMI = 2 pg/ml).

I1.4. GENES Y ELEMENTOS GENETICOS IMPLICADOS EN LA RESISTENCIA A

ANTIMICROBIANOS

I1.4.a. Identificacion de determinantes de resistencia a antimicrobianos

El uso de oligonucleétidos especificos para los genes aac(3)Il, aac(3)IV, aadAla, aphAl, catA,
cmlA, floR, strA, strB, sull, sul2, sul3, dfrAl, dfrAl2, blaoxa.1, blapsg.1, blatem.1, tet(A), tet(B) y

tet(G) permiti6 identificar los determinantes genéticos responsables de las resistencias observadas.

= Todos los aislamientos resistentes a ampicilina dieron amplificacion positiva para blargm.
y negativa para blaoxa., blapsg.;.

= Todos los aislamientos resistentes a cloranfenicol y kanamicina resultaron positivos para
catA'y aphAl, respectivamente, siendo los primeros negativos para cmlA y floR.

= Todos los aislamientos resistentes a estreptomicina presentaron un amplicén del tamafio
esperado para aadAla. La secuenciacion de dos de los amplicones indic6 que se trataba del
gen aadAla. Los genes strA y strB no se consiguieron amplificar.

= Todos los aislamientos resistentes a sulfadiacina dieron amplificacién positiva para los
genes sull y sul3 y negativa para sul2.

= Todos los aislamientos resistentes a trimetoprim resultaron positivos para dfrAl y
negativos para dfrA12. La secuencia de dos amplicones confirmé su adscripcion a dfrAl.

= Los dos unicos aislamientos resistentes a gentamicina (LSP52/99 y LSP145/01) fueron
positivos para el gen aac(3)IV y negativos para aac(3)II.

= En el tnico aislamiento resistente a dcido nalidixico (LSP527/95), que ademds presentaba
susceptibilidad disminuida a ciprofloxacino, la amplificacién de gyrA y posterior digestion
con Hinfl sugirieron la existencia de una mutacién en el codén Asp-87. La secuenciacién
del amplicén reveld una mutacién (GAC a GGC) que cambi6 el Asp-87 por glicina. No se

encontraron mutaciones en los genes gyrB y parC de este aislamiento.
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= En cuanto a la resistencia a tetraciclina, siete aislamientos (recogidos entre 1995 y 1997),
presentaron el gen fef(B), mientras que los ocho restantes (1997-2005), contenian el gen

tet(A).

I1.4.b. Deteccion de integrones y transposones

Ninguna de las cepas de S. Brandenburg presentd integrones de clase 2 y 3 pero si se
encontraron integrones de clase 1 (In-Sb). Concretamente, en los 12 (32,4%) aislamientos MDR
(perfiles R9-R12), se obtuvo un amplicén de 1600 pb al utilizar iniciadores especificos para la
region variable (RV) de los integrones de clase 1. Posteriormente amplificaciones anidadas,
realizadas utilizando este fragmento como molde, demostraron la presencia de los genes aadAla 'y
dfrAl, responsables de la resistencia a estreptomicina y trimetoprim, respectivamente.

También se analiz6é la presencia de los transposones Tn3, Tn2/, Tn9, Tnl721 y Tnl0.
(Anexos II y III) que, de acuerdo con la informacién existente, podrian contener alguno de los
genes-R detectados en los aislamientos de S. Brandenburg. Los resultados obtenidos fueron los

siguientes:

= A pesar de la posible asociacién de blargm.; con Tn3, no se consiguié amplificar el gen
tmpA, que codifica la transposasa de dicho transposén, en aislamientos resistentes a
ampicilina ni en ningun otro.

= Todos los aislamientos que contenian el integron de clase 1 resultaron a su vez positivos
para los genes tnpA y tnpR, que codifican la transposasa y resolvasa de Tn2/. Los demas
fueron negativos.

= Todos los aislamientos resistentes a cloranfenicol presentaron amplicones del tamafio
adecuado con iniciadores especificos para IS/, secuencia de insercién que flanquea al
transpos6n Tn9, y para el gen catAl contenido en dicho transposén.

®= Todos los aislamientos resistentes a tetraciclina y portadores del gen fet(B) dieron
amplicones del tamafio adecuado con los iniciadores del gen tetR, que codifica el represor
de ret(B), descritos por Morsczeck et al. (2004) como especificos de Tn/0. Los
aislamientos positivos para fef(A) fueron negativos.

= Todos los aislamientos resistentes a tetraciclina y portadores del gen tet(A) resultaron
positivos para dicho gen, cuando se utilizaron los oligonucleétidos tetA-F y tetAR-3, este
ultimo descrito por Hartman et al. (2003) como especifico para Tn/721. Los aislamientos

resistentes a tetraciclina portadores de tet(B) no presentaron amplificacion.
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I1.4.c. Analisis de plasmidos-R

La visualizacién de ADN plasmidico mediante S1-PFGE revel6 la existencia de pldsmidos
de gran tamafio en los aislamientos MDR (perfiles R9 a R12) de S. Brandenburg (Fig. 32). Cinco
de ellos, denominados pUO-ShR1, pUO-ShR2, pUO-ShR3, pUO-ShR4 y pUO-SbRS, fueron

identificados como pldsmidos-R mediante experimentos de conjugacion (Tabla 11).

Tabla 11. Caracteristicas de los plasmidos de resistencia detectados en S. Brandenburg

Transferencia a
Plasmido Kb E. coli
T C

Genes-R adquiridos/Fenotipo conferido % @) Perfil-R

blatgy.q-catAl-aadAla-sull-sul3-dfrAl-tet(A)/
pUO-ShR1 300 na + 2,7 (1) R9
AMP-CHL-STR-SUL-TMP-SXT-TET

blarpm.-catAl-aphAl-aadAla-sull-sul3-dfrAl-tet(A)/
pUO-ShR2 300 na + 54 (2) R10
AMP-CHL-KAN-STR-SUL-TMP-SXT-TET

blargm.-catAl-aphAl-aadAla-sull-sul3-dfrAl-tet(A)/
pUO-ShR3 280 na + 54 (2) R11
AMP-CHL-KAN-STR-SUL-TMP-SXT-TET

blargy.1-catAl-aphAl-aadAla-sull-sul3-dfrAl-tet(B)/
pUO-ShR4 210 na + 54 (2) RI12
AMP-CHL-KAN-SUL-TMP-SXT-TET

blargy.i-catAl-aphAl-aadAla-sull-sul3-dfrAl-tet(B)/
pUO-ShR5 200 na + 13,5(5) RI12
AMP-CHL-KAN-SUL-TMP-SXT-TET

n, nimero de aislamientos que presentan ese plasmido frente al niimero total (37) de aislamientos analizados

T, transformacién; C, conjugacién; +, positivo; -, negativo; na, no analizado.

= pUO-SHbR4 y pUO-ShRS, con tamafios aproximados de 210 y 200 Kb, se detectaron en dos
y cinco aislamientos R12, respectivamente, correspondientes al periodo 1995-1997. Ambos
pldsmidos transfirieron todos los genes de resistencia de la cepa donadora de
S. Brandenburg a la cepa de E. coli utilizada como receptora en los experimentos de
conjugacion. Esto se confirmé mediante amplificacion de dichos genes utilizando como
molde el ADN de los transconjugantes. No obstante el gen aadAla no fue capaz de
conferir en E. coli el fenotipo de resistencia a estreptomicina. De la misma manera se
demostré la presencia del integrén In-Sb y de los transposones Tn2/, Tn9 y Tn/0 en ambos
plasmidos.

= pUO-SHR3, de unas 280 Kb, se encontrd en dos aislamientos con perfil R11 (LSP52/99 y
LSP145/01), de los anos 1999 y 2001. Los transconjugantes portadores de este plasmido
presentaron todas las resistencias de la cepa parental exceptuando gentamicina (lo que
llevé a postular la localizacién cromosémica del gen aac(3)IV responsable de dicha

resistencia), asi como el integrén In-Sb y los transposones Tn9, Tn2/ y Tn/721.
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pUO-SHR1 y pUO-SHR2, plasmidos de unas 300 Kb, presentes en un aislamiento con perfil
R9 (662/01) y en dos aislamientos con perfil R10 (407/97 y 125/02). En este caso, los

transconjugantes adquirieron todas las resistencias detectadas en las cepas parentales,

ademas de In-Sh, Tn27, Tn9y Tnl721.
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Figura 32. Anilisis plasmidico de aislamientos representativos de S. Brandenburg y sus transconjugantes.
Visualizacién mediante la técnica S1-PFGE. Las calles 1-5 corresponden a las cepas LSP19/97, LSP338/97,
LSP662/01, LSP125/02 y LSP 145/01, respectivamente. Las calles 6-10 a los transconjugantes Tc19/97,
Tc338/97, Tc662/01, Tc125/02 y Tc145/01, respectivamente. Calle 11: E. coli K12J53. Calles M1 y M2:

marcadores de peso molecular low ladder y A ladder

I1.4.d. Estructura del integron In-Sb y de los transposones detectados en plasmidos

conjugativos de S. Brandenburg

La posible asociacién de In-Sb, Tn27 y Tn9 (ver Introduccion) se investigd mediante PCR
convencional y anidada en cinco aislamientos representativos: LSP19/97, LSP338/97, LSP145/01,
LSP662/01 y LSP125/02. Para ello se utilizaron las combinaciones de oligonucledtidos que se
muestran en las tablas Ill.c y IIl.d. En estos aislamientos se observaron dos estructuras diferentes
In-Sh1 e In-SH2 (Fig. 33A y 34A). La primera en LSP662/01 (pUO-SbR1), LSP125/02 (pUO-
SHbR2) y LSP145/01 (pUO-SbR3) con perfiles, R9, R10 y R11, respectivamente. Estos tres perfiles
comparten el gen tef(A), localizado en Tn/721. La segunda en LSP19/97 y LSP338/97, portadores
de los plasmidos pUO-SbR4 y pUO-SbRS5. Ambos presentan el perfil R12, que incluye el gen
tet(B) asociado a Tn/0. La estructura de Tn/727 y Tnl0 en los aislamientos correspondientes se

analiz6 también por PCR convencional y anidada (Fig. 33B y 34B; Tablas I1l.a y IILb).
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Estructura de In-Sh1::Tn21::Tn9 y Tni721 en LSP662/01 (pUO-ShR1), LSP125/02 (pUO-
SHhR2) y LSP145/01 (pUO-SbhR3).

Los resultados de la asociacién In-Sb1, Tn2/ y Tn9 se muestran en la figura 33A.

= En el caso de la regién mer, se obtuvieron amplicones del tamafio esperado, tanto para
fragmentos de unién entre genes diferentes, como para genes individuales en reacciones de
PCR anidada.

= Los fragmentos de unién entre merE y urf2 y entre este ultimo y tniA presentaron el
tamafio esperado, lo mismo que las PCR anidadas de los genes independientes.

= La amplificacién de la regién comprendida entre miA y orf5 generé un fragmento de
tamafio considerablemente inferior al esperado (1840 bp en vez de 5976 pb). Las
reacciones de PCR anidada usando este fragmento como molde dieron resultados positivos
para orf5 y tniA pero no para tniBA I, orfAB (IS1353) e istBA (IS1326). La ausencia de las
dos ISs se confirmé mediante secuenciacion del amplicén orf5-tniA, donde se detectd parte
de tmiBA 1, que presenta una delecion en el extremo 3', mayor a la encontrada en Tn2/.

= En cuanto a resto de In-Sh1, se confirmé la presencia de la RV: 1600 pb/drfAl-aadAla, a
continuacién del gen de la integrasa (intll). Ademds, la amplificacién de los fragmentos
aadAla-qacEAl, qacEAl-orf5 'y sull-orf5, usando como molde el fragmento aadAI-orf5,
permitieron completar la estructura del integrén en las cepas analizadas.

= También se pudo establecer la asociacion intl/-tnpA y la presencia de los genes tnpM, tnpR
y tnpA del transposén Tn21.

= La obtencién de los amplicones merR-ISI1b, tnpA-catAl y catAl-1S1b, demostrd la
asociacién Tn2/-Tn9 (Fig. 33A).

El andlisis de la estructura del transposén de tipo Tn/72/ en los aislamientos fef(A)

positivos (LSP662/01, LSP125/02 y LSP145/01) condujo a los siguientes resultados (Fig. 33B):

= Amplificacién de los fragmentos de unién mcp-tnpR, tnpR-tnpA y del gen tnpA completo.

= También se consiguieron los fragmentos que demuestran la asociacion de fetR con tet(A),
de fet(A) con la region intergénica y de ésta con el gen tmpA truncado, que se encuentra en
el extremo derecho de Tn/72]. Estos fragmentos se usaron como molde para amplificar
genes o secuencias internas, obteniéndose en todos los casos el resultado esperado.

= Por el contrario, no se consigui6 establecer la unidn entre tnpA y tetR, aunque se ensayaron

tres combinaciones diferentes de oligonucledtidos (Tabla II1.b).
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Figura 33. Organizacién de In-Sh1::Tn2/7::Tn9 (A) y de Tn/721 (B) en aislamientos de S. Brandenburg. Se
muestran las amplificaciones realizadas y los tamafios (pb) de los fragmentos obtenidos mediante
amplificacién directa (lineas continuas mas gruesas) o anidada (lineas continuas mds finas). Las lineas
discontinuas representan los amplicones no conseguidos. El fragmento marcado con un asterisco fue
secuenciado. Para facilitar la interpretaciéon de las figuras, s6lo se muestran algunos de los fragmentos

obtenidos por PCR anidada
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Estructura de In-SH2::Tn21::Tn9 y Tnl0 en LSP19/97 (pUO-ShR4) y LSP338/97 (pUO-
SHRS).
La asociacion de los elementos de tipo In-Sh2, Tn2/ y Tn9 (Fig. 34A) se estableci en base a los

siguientes resultados:

= La organizacién del operén mer aparentemente coincide con la de Tn2/. Se obtuvieron
bandas del tamafo esperado para todas las combinaciones probadas y las correspondientes

PCR anidadas dieron resultados positivos en todos los casos.
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Figura 34. Organizacién de In-SH2::Tn27/::Tn9 (A) y de Tn/0 (B) en aislamientos de S. Brandenburg. Las
lineas continuas y discontinuas representas fragmentos obtenidos y no obtenidos, respectivamente. Los
fragmentos amplificados mediante PCR anidada no se muestran. Los nimeros indican el tamafio esperado

(pb) de los fragmentos representados
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El tamafio del fragmento de unién de merE a urf2 fue el esperado y las reacciones de PCR
anidada permitieron amplificar los genes de forma independiente.

En cuanto a In-SH2, no se consiguid la amplificacién del fragmento tniA-orf5. Se ensayo la
amplificacion independiente de los genes que podrian estar incluidos en esta region: tniA,
tniBA1, orfAB (IS1353) e istAB (1S1326), con resultado negativo. El mismo resultado se
obtuvo para el fragmento que uniria urf2 con orf5. Por el contrario, se obtuvieron los
amplicones aadAl-gacEAl, qacEAl-orfS y sull-orf5, usando como ADN molde el
fragmento aadAI-orf5.

La unién de intll (integrasa de In-Sb2) con tnpA (transposasa de Tn2/) se llevo a cabo
mediante dos amplificaciones solapantes (intl/-tnpR y tnpR-tnpA), que permitieron
confirmar la presencia de los genes tnpM, tnpR y tnpA.

Se establecié la insercién del transposén de tipo Tn2/ en Tn9, al comprobarse la
contigiiidad de merR-1S1b, tnpA-catAl y catAI-I1SIb. Ademads, la utilizacién de estos

fragmentos como molde permitié la amplificacién de los genes independientes.

En cuanto a la estructura del transposén de tipo Tn/0 (Fig. 34B), los resultados obtenidos

fueron los siguientes:

La amplificacién de IS/0-tnp generd el fragmento del tamaiio esperado.

También se obtuvieron fragmentos del tamafio adecuado en las amplificaciones tnpL-ybdA
e ybdA-tetR y en las correspondientes PCR-anidadas.

Se consiguié demostrar la asociacién entre fet(B) y tetR y, utilizando el fragmento
resultante como molde, amplificar cada uno de estos genes.

Sin embargo, no se consiguid establecer la organizacion del transposén a partir de fet(B).
Asi, no fue posible amplificar los genes tetC y fetD individuales, ni los fragmentos de
unién tet(B)-tetC, tetC-tetD, tetD-tnpR, tet(B)-tnpR, ensayandose en este dltimo caso dos

combinaciones de oligonucleétidos (Fig. 34B).
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Tabla 12. Caracteristicas relevantes de los aislamientos de S. Brandenburg analizados en esta tesis

Perfil-R (n)  Fenotipo-R/Genotipo-R Integrones/ Plasn}ldo / RAPD PFGE Aislamientos LSP
Transposones tamaiio (Kb)
RO (16) Susceptible - - S1C7 X3B3 8/95;9/95;190/95
- - S2C10  X4B5 579/95
- - S2C1 X7B12 227/97
- - S1C3 X9B7 385/00; 484/00; 487/00; 490/00; 571/00
- - X9B10 396/00; 422/00; 423/00;483/00
- - X12B8 272/02
- - S1C4 X10B8 8/04
R1(1) KAN/aphAl - - S1C3 X12B9 545/98
S1C8 XI1B1 136/97
R2@) STR/aadAl - - SIC3  X2B4 203195
R3 (1) TET/tet(A) -/ Tnl721 - S2C3 X10B8 37/02
R4 (1) NAL-CIP/gyrA® - - SICl11 X4B5 527/95
R5(1) KAN-STR/aphAl-aadAl - - SIC1 XI1B1 493/93
R6 (1) STR-TET/aadAl-tet(A) -/ Tnl721 - S1C7 X3B3 34/05
R7 (1) CHL-KAN-STR/catAl-aphAl-aadAl - - SIC1 XI1B1 497/93
R8 (1) STR-TET-TMP/aadA I-tet(A)-dfrAl -/ Tnl721 - S2C5 X8B6 26/00
RO (1) AMP-CHL-STR-SUL-TMP-TET/ In-Sb1/ g([)J()O -SbR1/ S1C6 X2B4 662/01
blatem-catAl-aadAl-sull-sul3-dfrAl-tet(A) Tn21, Tn9, Tnl721
R10 (2) AMP-CHL-KAN-STR-SUL-TMP-TET/ In-Sh1/ pUO-SbR2/ Si1C2 X7B11 407/97
blatem-catAl-aphAl-aadAl-sull-sul3-dfrAl-tet(A) Tn21, Tn9, Tnl721 300 S1C1 X2B4 125/02¢
R11(2) AMP-CHL-GEN-KAN-STR-SUL-TMP-TET/ In-Sb1/ pUO-SHR3/ Si1C2 X11B13 52/99
blatem-catAl-aac(3)IV-aphAl-aadAl-sull-sul3- dfrAl-tet(A) Tn21, Tn9, Tni721 280 SIC1 X2B14 145/01°
R12 (7) AMP-CHL-KAN-STR-SUL-TMP-TET/ In-SH2/ pUO-SbR4/ S2C8 X5B1 20/97
blatem-catAl-aphAl-aadAl-sull-sul3-dfrAl-tet(B) Tn21, Tn9, Tnl0 210 S2C9 X6B1 19/97¢
pUO-ShRS/ SIC1 X1B2 24/95
200 SIC1 XI1B1 202/95
SICl11 X4B5 379/95
S1C8 X5B1 331/96
S2C6 X7B11 338/97°

*pUO-SbR: Plasmido de la Universidad de Oviedo-Salmonella Brandenburg Resistencia; "Mutacion en el gen gyrA (GAC a GGC), cambiando el Asp-87 a Gly;
“aislamientos seleccionados como representativos del correspondiente perfil-R.
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I11. Epidemiologia Molecular de Salmonella enterica serotipo

Ohio en el Principado de Asturias

I11.1. DATOS EPIDEMIOLOGICOS

Los aspectos epidemioldgicos de la salmonelosis por S. Ohio en el Principado de Asturias
incluyendo la evolucién temporal y espacial de los episodios, la presentacidén clinica y
epidemioldgica de los casos, asi como el sexo y edad de los pacientes afectados se recopilan en la

tabla I.c (Anexo I).

Tabla 13. Dispersion espacial y temporal de los aislamientos de S. Ohio en el Principado de Asturias

(1991-2005)

Afo(s) Total Areas Sanitarias afectadas (n° aislamientos) Presentacion de los casos
I 11 111 vV \4 VI VII  VIII Clinica:casos Epidemiologia:casos
1991-92 5 5 DA:1 CA
DR:1
1993 3 1 1 1 DA:3 CA
1994 8 1 4 1 1 1 DA:7 CA
AR:1
1995 5 1 3 1 DA:3 CA:2
DR:1 BF:2
1996 3 1 2 DA:3 CA
1998 9 1 2 6 DA:7 CA
DR:1
2000 1 1 DA:1 CA
2001 3 2 1 DA:3 CA
2002 3 3 DA:3 CA
2003 14 2 3 3 DA:14 CA
2005 1 1 DA:1 CA

1991-05 55 2 2 11 14 20 4 1 1

AR: agua residual; DA: diarrea aguda; DR: diarrea recurrente (periodo > 1 mes);
CA: caso aislado; BF: brote familiar (2 afectados y 3 aislamientos)

Durante el periodo de estudio (1991-2005) el LSP registr6 55 aislamientos de S. Ohio
(Tabla 13), la mayoria en las reas sanitarias V, IV y III (20, 14 y 11, respectivamente). De ellos,
54 se obtuvieron de muestras clinicas, en concreto de heces de pacientes con diarrea aguda (46
aislamientos) o con diarrea recurrente (8). El aislamiento restante procede de un agua residual.
Todos los aislamientos originaron casos aislados de gastroenteritis, excepto tres. Estos tltimos se
corresponden con un brote familiar registrado en el drea sanitaria V (en 1995) que involucré a dos
nifos, de un afio y un mes, respectivamente. El mds pequefio sufrié una salmonelosis persistente,
con cuadro recurrente, aisldndose Salmonella a partir de dos muestras de heces con un intervalo de
tres meses. Durante el periodo de estudio se detectaron otros dos casos de diarrea recurrente. El
primero corresponde a un nifio de seis meses, de cuyas heces se recuperaron cuatro aislamientos en

cuatro meses consecutivos (area III, octubre 1991 a enero 1992), mientras que el segundo afect6 a
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una nifia de siete meses, detectdndose Salmonella en muestras de heces en dos meses consecutivos
(drea V, 1998).

En cuanto a la estacionalidad de la salmonelosis por S. Ohio, en el periodo frio (noviembre
a abril) se registraron 23 episodios mientras en el cédlido (mayo a octubre) fueron 26. No se
observaron diferencias en funcién del sexo de los pacientes (25 casos en hombres y 24 en mujeres),
pero si se dio una mayor incidencia en edades tempranas de la vida. El 45,2% (19) de los episodios
en los que consta la edad del paciente afectaron a nifios menores de dos afios y otro 16,67% (7)
tuvo lugar en nifios de edades comprendidas entre los tres y los 13 afios. Por otro lado, el 21,4% (9)
y el 16,7% (7) corresponden a personas de 14-60 afios y a mayores de 60 afios, respectivamente. En

siete episodios no consta la edad del paciente.

II1.2. TIPIFICACION MEDIANTE METODOS GENOTIPICOS

I1I.2.a. RAPD

Se utilizaron también los iniciadores aleatorios S y C. El primero diferencié dos perfiles de
bandas (S1 y S2) entre las cepas asignadas al serotipo Ohio (Fig. 35A). S1, presentado por 54
aislamientos y definido por cinco bandas con tamafios comprendidos entre 2.000 y 700 pb, fue
claramente mayoritario. El perfil S2, s6lo encontrado en un aislamiento, incluye seis bandas,
manteniéndose las cinco del perfil prevalente y apareciendo una nueva de 600 pb. Por dltimo, el
perfil de la cepa control, S. Typhimurium ATCC 14028, claramente distinto de los anteriores,

consta de tres fragmentos comprendidos entre 1.800 y 500 pb.

pb pb
2140 — 2140 —
1700 — 1700 —
1159 — 1159 —
805 — 805 —
500 — 600 —

Figura 35. Tipificacion RAPD de los aislamientos de S. Ohio. (A) Iniciador S. Calle A: ADN del fago A
digerido con Pstl. Calle 1: Typhimurium ATCC 14028. Calle 2: perfil S1. Calle 3: perfil S2. (B) Iniciador C.
Calle A: ADN del fago A digerido con PstI. Calle 1: Typhimurium ATCC 14028. Calle 2: perfil C1
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En el caso de los aislamientos de S. Ohio, el iniciador C detecté un dnico perfil (C1),
definido por cuatro bandas de tamafios comprendidos entre 1.600 y 600 pb. Nuevamente, la cepa de

referencia present6 un perfil claramente diferenciado, con dos bandas entre 1.300 y 900 (Fig. 35B).

II1.2.b. Macrorrestriccion-PFGE

El andlisis de los aislamientos de S. Ohio mediante digestion del genoma con Xbal reveld
la existencia de 11 perfiles (X1 a X11), formados por 12-18 fragmentos con tamafios entre 20 y
1.135 Kb (Fig. 36A). La mayoria de los aislamientos (32 aislamientos, 58,2%) mostraron el perfil
X1. Los siguientes en frecuencia fueron X3 y X11 presentados por cinco y cuatro aislamientos,

respectivamente. Los demds perfiles se detectaron en un maximo de tres aislamientos.

A B G2 Gt

X1 X2 X3 X4 X5 X6 X7 X8 X9 X10X11 Br. 5 9 8 7 3 2 6 1110 4 1
M1 234 5 6 7 8 9 101112
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Figura 36. (A) Perfiles generados por Xbal-PFGE a partir de S. Ohio. Calles 1-11: perfiles de X1-B11. Calle
12: S. Braenderup H9812. Calle M: marcador de peso molecular A ladder. (B) Dendograma de similitud
basado en los perfiles Xbal-PFGE

A un coeficiente de similitud de S = 0,60 se observan dos agrupaciones (G1 y G2) y dos
ramas sueltas. G1 retne los perfiles X1, X4, X6, X10y X11 (S > 0,68), que comprenden el 74,5%
de los aislamientos. G2 (S > 0,63) incluye los perfiles X2, X3, X7 y X8, con 18,2% de los

aislamientos. X9 (un aislamiento) y X5 (5,5%; tres aislamientos), constituyen las ramas
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independientes. S. Braenderup (cepa fuera de grupo) tiene un coeficiente de similitud S = 0,21
respecto a S. Ohio (Fig. 36B).

La macrorrestricciéon gendmica con la endonucleasa Blnl, al igual que sucedia con el
enzima anterior, mostré un perfil claramente prevalente, denominado B2, en el que se engloban 31
aislamientos (56,4%) del periodo comprendido entre 1992 y 2005. B1 y BS5, con nueve (16,4) y seis
(10,9%) aislamientos respectivamente, se sitian a continuacion. El perfil B1 aparece en cuatro
aislamientos de 1991-1992 (en realidad una unica cepa, al proceder del mismo paciente en meses
sucesivos), el inico aislamiento de 2000 y cuatro aislamientos de 2003. El perfil B5 se encontré en
el periodo 1994-2001. El perfil B4 lo mostraron cinco aislamientos (9,1%), cuatro de ellos de 1994
y uno de 1996. Por dltimo, los perfiles B3 y B6 sdlo incluyen dos aislamientos cada uno. A
diferencia de lo que sucedia en el caso de Xbal, los perfiles Blnl presentaron un nimero bajo de

fragmentos, 7-11, con tamafios que fueron desde 33 hasta 1.135 Kb (Fig. 37A).

G1
B1 B2 B3 B4 B5 B6 Br. 3 6 5 4 2 1
M 1 2 3 4 5 6 M -
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Figura 37. (A) Perfiles Binl-PFGE generados por los aislamientos de S. Ohio. Calles 1-6: perfiles de B1-B6.
Calle M: marcador de peso molecular A ladder. (B) Dendograma de similitud derivado de la comparacién de

los perfiles Binl-PFGE

En cuanto a la interpretacion del dendograma de similitud, estableciendo el punto de corte
en S > 0,75 se puede definir una agrupacién (G1), donde se sitian los perfiles B2, B4, B5 y B6

(80% de los aislamientos) y dos ramas formadas por los aislamientos B3 (3,6%) que se relaciona
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con C1 a un valor de S = 0,69 y B1 (16,4%), mas alejada. S. Braenderup tiene un coeficiente de

similitud S = 0,15 respecto a S. Ohio (Fig. 37B).

Resumiendo, el perfil RAPD S1C1 agrup6 al 98,2% de los aislamientos de S. Ohio,
mientras un unico aislamiento (LSP325/94) present6 el perfil S2C1. Combinando estos resultados
con los obtenidos mediante macrorrestriccion-PFGE, se detecta un perfil claramente mayoritario
S1C1/X1B2, presentado por el 47,3% de los aislamientos. El resto de los perfiles engloba entre

cinco y un aislamiento (Tabla 14).

Tabla 14. Correlacién de perfiles RAPD y PFGE

RAPD PFGE Cepas LSP
S1C1 X1B1  811/91;852/91 908/91; 11/92
X1B2  138/92; 127/95; 170/95; 302/95; 489/95; 570/95; 34/98; 72/98; 74/98;
90/98; 163/98; 267/98; 68/02; 148/02; 408/02; 6/03; 9/03; 10/03;
19/03; 20/03; 21/03; 40/03; 135/03; 550/03; 705/03; 290/05
X1B3  12/93;264/93;
X2B2  191/98;
X3B4  334/94;336/94 ; 386/94; 131/96
X4B2  229/93
X5B2  50/94; 139/94; 309/94
X6B5  461/94; 75/98
X7B5  209/98;26/01
X8B5 199/96; 557/96
X9B1  358/00
X10B6  301/01; 592/01
X11B1 7/03; 14/03; 26/03; 27/03
S2C1 X3B4  325/94

II1.3. RESISTENCIA A ANTIMICROBIANOS

El analisis de la susceptibilidad a antimicrobianos de los aislamientos de S. Ohio permitid
establecer 12 perfiles de resistencia (RO-R11) y analizar su evolucién temporal. El perfil
mayoritario fue RO, presentado por 36 aislamientos (65,5% de la serie) susceptibles a todos los
agentes utilizados y recuperados a lo largo de todo el periodo de estudio. El siguiente perfil en
frecuente fue R2, con una unica resistencia a sulfadiacina, que aparecid en cinco aislamientos
(9,1%) del periodo 1991-1998. También se encontraron seis perfiles MDR (R6, R7, R§, R9, R10 y
R11, con resistencia a cuatro o mds antimicrobianos no relacionados), que en conjunto representan

el 18,2% de la serie, correspondiente al periodo 1994-2001. Los perfiles restantes incluyeron un
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Unico aislamiento (Tabla 16). En cuanto a las resistencias individuales, 17 aislamientos (30,9%)
fueron resistentes a sulfadiacina, 11 (20%) a estreptomicina, diez (18,2%) a tetraciclina y nueve

(16,4%) a trimetoprim.

I11.4. GENES Y ELEMENTOS GENETICOS IMPLICADOS EN LA RESISTENCIA A

ANTIMICROBIANOS

II1.4.a. Identificacion de determinantes de resistencia a antimicrobianos.

El uso de oligonucledtidos especificos para los genes aac(3)Il, aac(3)IV, aadAla, aphAl,
catAl, cmlA, flo-R, strA, strB, sull, sul2, sul3, dfrAl, dfrAl2, blaoxa.1, blapsg.1, blatem.1, tet(A),
tet(B) y tet(G) permiti6 identificar los determinantes genéticos mas relevantes para las resistencias

observadas (Tabla 16). En resumen:

= Todos los aislamientos resistentes a ampicilina fueron positivos para blargy.; y negativos
para blapsg.; y blaoxa-i.

= Todos los aislamientos resistentes a cloranfenicol y kanamicina presentaron amplicones del
tamafio adecuado con iniciadores especificos para aphAl y catAl, respectivamente. Por el
contrario, las amplificaciones de cmlA y floR dieron un resultado negativo.

= Todos los aislamientos resistentes a sulfadiacina fueron positivos para sull y negativos
para los otros genes ensayados (sul2 y sul3).

= Todos los aislamientos resistentes a tetraciclina presentaron el gen tet(B), pero no fet(A) ni
tet(G).

= Todos los aislamientos resistentes a trimetoprim dieron amplicones del tamafo adecuado
con los iniciadores especificos para dfrAl.

= FEn cuanto a la resistencia a gentamicina, tres aislamientos (LSP334/94, LSP336/94 y
LSP386/94) fueron positivos para el gen aac(3)Il, mientras que uno (LSP14/03), lo fue
para aac(3)IV.

= De un total de 11 aislamientos resistentes a estreptomicina, cuatro dieron amplificacién

positiva para strA/B y siete para aadAla.

I11.4.b. Deteccion de integrones y transposones.

En ninguno de los aislamientos de este serotipo se encontraron integrones de clases 2 o 3,
pero si integrones de clase 1. En concreto, seis aislamientos MDR (perfiles R9, R10 y R11)

presentaron el integron In-Sol [1600 pb/aadAla y dfrAl], responsable de la resistencia a
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estreptomicina y trimetoprim. En cuanto a la presencia de transposones (Tabla II.b) se obtuvieron

los siguientes resultados:

= Todos los aislamientos resistentes a ampicilina presentaron amplificacién positiva para la
transposasa del Tn3, donde se ha encontrado el gen blargy. ;-

= Todos los aislamientos positivos para In-Sol lo fueron también para el gen tnpR, que
codifica la resolvasa de Tn2/. Sin embargo, solamente dos (LSP191/98 y LSP26/01)
dieron amplificacién positiva para el gen tnpA (transposasa).

= Los dos aislamientos resistentes a cloranfenicol generaron el amplicon del tamafio
adecuado con iniciadores especificos para la secuencia de inserciéon IS/ y para el gen
catAl, ambos pertenecientes a Tn9. Se trata de los mismos aislamientos que habian dado
un resultado positivo para el gen tnpA de Tn2/ (LSP191/98 y LSP26/01).

= FEl gen fefR, que codifica el represor de tet(B) especifico de Tn/0, se consiguié amplificar a
partir de todos los aislamientos resistentes a tetraciclina, obtenidos con posterioridad a

1996. Estos aislamientos habian sido también positivos para tet(B).

I11.4.c. Analisis de plasmidos

Mediante la técnica S1-PFGE se detectaron cuatro tipos de pldsmidos de gran tamafio en
los aislamientos positivos para In-Sol (Fig. 38A; Tabla 15): pUO-SoR1 (145 Kb) aparecid en tres
aislamientos de 1996 con perfil R9 (LSP131/96, LSP199/96 y LSP557/96), pUO-SoR2 (160 Kb) en
un aislamiento de 1998 con perfil R10 (LSP209/98), pUO-SoR3 (180 Kb) en otro aislamiento del
mismo afio (LSP191/98) con perfil R11 y pUO-SoR4 (190 Kb) en un unico aislamiento de 2001
(LSP 26/01) con perfil R11. La presencia del integrén de clase 1 en los cuatro plasmidos anteriores
se comprobd mediante hibridacién de los perfiles SI-PFGE con una sonda especifica para la RV
del mismo (Fig. 38B).

Ademds, se llevaron a cabo experimentos de conjugacién actuando como donadores
aislamientos de S. Ohio portadores de cada uno de los pldsmidos y como receptor E. coli K12 J53
(Tabla 15). pUO-SoR1 y pUO-SoR2, a pesar de su tamafo, no pudieron ser transferidos. Por el
contrario, pUO-SoR3 y pUO-SoR4 fueron conjugativos, aportando a la bacteria receptora todos los
determinantes de resistencia, el integréon y los transposones detectados en los aislamientos
donadores. Este hecho se comprob6 en base al perfil de resistencia de los transconjugantes y
mediante amplificacién por PCR de genes o secuencias relevantes, utilizando como molde el ADN
de estos tltimos. Los plasmidos-R no conjugativos serdn caracterizados con mayor detalle en el

futuro.
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339,5 — 3095w
291 — 091 —
242,5 — 242,5 —
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Figura 38. (A) Deteccion de pldsmidos-R en aislamientos de S. Ohio. (B) Hibridacién del panel A con la RV
del integron de clase 1. Calles 1-5: LSP131/96, LSP557/96, LSP191/98, LSP209/98 y LSP26/01,

respectivamente. Calle M: marcador de peso molecular A ladder

Tabla 15. Caracteristicas de los pldsmidos de resistencia detectados en S. Ohio

Transferencia a Genes-R adquiridos/Fenotipo-R

Plasmido Kb . E. coli c conferido % (n) Perfil-R

pUO-SoR1 145 - - - 55Q03) R9

pUO-SoR2 160 - - - 1,8 (1) R10

pUO-SoR3 180 na + CHL-KAN-STR-SUL-TET-TMP/ 1,8 (1) R11
catAl-aphAl-aadAl-sul-,tet(B)-dfrAl

pUO-SoR4 190 na + CHL-KAN-STR-SUL-TET-TMP/ 1,8 (1) RI1

catAl-aphAl-aadAl-sull-tet(B)-dfrAl

n, nimero de aislamientos que presentan ese pldsmido frente al nimero total (55) de aislamientos analizados

T, transformacién; C, conjugacion; -, negativo; na, no analizado.

I11.4.d. Estructura del integron y de los transposones de tipo Tn21, Tn9 y Tnl0.

Teniendo en cuenta la asociacién de integrones de clase 1 con Tn2l, se estudié la
estructura de este transposén en cuatro aislamientos representativos: LSP557/96 (perfil R9; pUO-
SoR1), LSP209/98 (perfil R10; pUO-SoR2), LSP191/98 (perfil R11; pUO-SoR3) y LSP26/01
(perfil R11; pUO-SoR4). En los dos udltimos, resistentes a cloranfenicol, se demostrd, ademas, la
unién de Tn2/7 con Tn9. Los cuatro aislamientos presentaron el gen tet(B) asociado al transposén
Tnl/0 cuya estructura también se analiz6. Para ello se emplearon las combinaciones de
oligonucledtidos que se muestran en las tablas IIl.a, IIl.c y IIl.d, encontrdndose dos organizaciones

diferentes en el caso de Tn2/ y la misma en Tn/0.
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Estructura de In-So1::Tn21 en los aislamientos LSP557/96 y LSP209/98.

Los resultados relativos a In-So1::Tn21 se representan en la figura 39A.

= En estos dos aislamientos, la estructura del operén mer coincidi6 con la descrita para Tn21.
Asfi, todas las combinaciones probadas en esta region y las correspondientes PCR anidadas
originaron los fragmentos del tamafio esperado. También se consiguié amplificar el
fragmento de unién merE-urf2 y los genes independientes.

= Por el contrario, fue imposible amplificar el fragmento urf2-tniA, los genes tniA y tniBAl
individuales, los genes istA e istB de IS/353, los genes orfA y orfB de 1S1326 y el
fragmento solapante urf2-orf5.

= A partir de orf5, la estructura del integrén coincidié con la esperada, obteniéndose los
amplicones correspondientes a gacEAl y sull (segmento 3°CS), drfAl y aadAla (RV
1600 pb) e intll (segmento 5’CS). El orden de dichos genes se confirmé mediante
amplificacién de fragmentos solapantes.

* Finalmente, se demostrd la unidn int//-tnpR pero no tnpR-tnpA. Tampoco se consiguid

amplificar el gen tnpA individual.

Estructura de In-So1::Tn21::Tn9 en los aislamientos LSP191/98 y LSP26/01
En cuanto a la organizacién de In-Sol::Tn2/::Tn9 (Fig. 39B):

= Al igual que los aislamientos anteriores, estos dltimos contienen un operdén mer intacto,
comprobdndose, ademds, la unién de merE con urf2 y la presencia de los dos genes
individuales. La estructura del integrén también coincide. Asi, mediante amplificaciones
solapadas y PCR anidada se confirmé la presencia de la regién comprendida entre intl/ y
orf5, pero no entre este dltimo y urf2.

= Sin embargo, en estos aislamientos se consiguié amplificar el fragmento comprendido
entre intll y tnpA y se establecid la presencia y contigiiidad de los genes tnpM, tnpR y
tnpA.

= Se demostrd, ademads, la presencia de IS/ y catAl, secuencias especificas de Tn9, y se
amplificaron fragmentos que demostraron la asociacién de merR e IS1b, de tnpA 'y catAl'y
de catAl e IS]a. Utilizando como molde cada uno de estos fragmentos, se amplificaron los

genes independientes.
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Figura 39. Organizacion de In-Sol::Tn2/ en LSP557/96 y LSP209/98 (A) y en LSP191/98 y LSP26/01 (B) y
de Tn/0 (C) en LSP557/96, LSP191/98, LSP209/98 y LSP26/01. Se muestran las amplificaciones realizadas

y los tamafios (pb) de los fragmentos obtenidos. Con lineas discontinuas se sefialan las amplificaciones

fallidas. Solo se indican algunas PCR anidadas
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Estructura de Tnl0 en los aislamientos LSP557/96, LSP191/98, L.SP209/98 y LSP26/01

Respecto a la estructura del transposén Tn/0, se obtuvieron los siguientes resultados (Fig. 39C):

= Se consigui6 la amplificacién del fragmento de unién IR-tnp de IS/0 y también del gen tnp
independiente, mediante PCR anidada utilizando como molde el fragmento anterior. Asf se
demuestra la presencia de al menos una copia de IS70.

= También se consiguid establecer la asociacidn entre fet(B) y tetR y de cada uno de estos
genes por PCR anidada.

= Se obtuvieron fragmentos del tamafio adecuado en las amplificaciones tetR-ybdA e ybfA-
tnpL 'y en las correspondientes PCR-anidadas, lo que confirma la presencia de IS/0-L.

= Sin embargo, no se pudo obtener el fragmento de unién te#(B)-tnpR, aunque se ensayaron
distintas combinaciones de oligonucleétidos. Tampoco fue posible amplificar los genes

tetC'y tetD individuales, ni los fragmentos solapantes fet(B)-tetC, tetC-tetD, tetD-tnpR.
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Tabla 16. Caracteristicas relevantes de los aislamientos de S. Ohio analizados en esta tesis

Perfil-R Fenotipo-R/Genotipo-R Integrones/ Plasmido/ RAPD PFGE Aislamientos LSP
(n) Transposones (Kb)
RO (36) Susceptible - - S1Cl XI1B1 811/91, 852/91, 908/91, 11/92,
X1B2 138/92, 489/95, 570/95, 34/98, 72/98, 74/98, 90/98,
163/98, 267/98, 68/02, 148/02, 408/02, 6/03, 9/03,
10/03, 19/03, 20/03, 21/03, 40/03, 135/03, 550/03,
705/03, 290/05
X1B3 12/93, 264/93
X5B2 50/94, 139/94
X10B6 301/01, 592/01
X11B1 7/03, 26/03, 27/03
RI (1) STR/aadAl - - S1C1 X9B1 358/00
R2 (5) SUL/sull - - SI1C1 X5B2 309/94;
X1B2 127/95, 170/95; 302/95
X6B5 75/98
R3 (1) GEN-KAN/aac(3)IV-aphAl - - SI1C1 X11B1 14/03
R4 (1) SUL-TMP/sull-dfrAl - - S1C1 X6B5 461/94
R5 (1) STR-SUL-TMP/strA/B-sull-dfrAl - S1C1 X4B2 229/93
R6 (1) STR-SUL-TET-TMP/strA/B-sull-tet(B)-dfrAl -/- S2C2 X3B4 325/94
R7 (1) AMP-GEN-SUL-TET/blargm-aac(3)II-sull-tet(B) -/Tn3, - S1C1 X3B4 336/94
R8 (2) AMP-GEN-STR-SUL-TET/blarem-aac(3)II-strA/B-sull -tet(B) -/Tn3, - SIC1 X3B4 334/94; 386/94
R9 (3) AMP-STR-SUL-TET-TMP/ In-Sol/ pUO-SoR1 SIC1 X3B4 131/96
blatpm-aadAl-sull-tet(B)-dfrAl Tn3, Tn21, Tnl0 (145) X8B5 199/96; 557/96°
R10 (1) AMP-KAN-STR-SUL-TET-TMP/ In-Sol/ pUO-SoR2 S1C1 X7B5 209/98°
blarpm,-aphAl-aadAl-sull-tet(B)-dfrAl Tn3; Tn21; Tnl0 (160)
R11(2) CHL-KAN-STR-SUL-TET-TMP/ In-So1/Tn9, Tn21;  pUO-SoR3 S1C1 X2B2 191/98°
catAl-aphAl-aadAl-sull-tet(B)-dfrAl Tnl0 (180 Kb)
pUO-SoR4 X7B5 26/01°
(190 Kb)

*pUO-SoR: plasmido de la Universidad de Oviedo-Salmonella Ohio Resistencia.
Paislamientos seleccionados como representativos del correspondiente perfil-R.



Parte de los resultados del periodo 1991-1998 se recogen en el articulo:
= Soto, S. M., N. Martinez, B. Guerra, M. A. Gonzélez-Hevia y M. C. Mendoza.
2000. Usefulness of genetic typing methods to trace epidemiologically Salmonella

serotype Ohio. Epidemiol. Infect. 125: 481-9.

El resto se incluyen en el articulo en preparacion:
= Martinez, N., M. C. Mendoza, I. Rodriguez, R. Rodicio y M. R. Rodicio.
Resistance genes, integrons and/or transposons carried by large plasmids of

Salmonella enterica serovar Ohio.
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IV. Perfiles de Genes de Virulencia en aislamientos de los

serotipos Hadar, Brandenburg y Ohio

1V.1. GENES ASOCIADOS A ISLAS DE PATOGENICIDAD

En los tres serotipos se investigd, en primer lugar, la presencia de secuencias localizadas en

distintas islas de patogenicidad.

Tabla 17. Genes localizados en islas de virulencia analizados

SPI Gen Funcién Referencia SPI Gen Funcién Referencia
SPI'1 invE Invasién de células Ginocchio et | SPI3  rmbA Hipotética proteina
o . L NC_003197
epiteliares al., 1992 citoplasmadtica
SPI 1 invA Invasion de células Galan et al., SPI 3 misL Colonizacion Dorsey et al.,
epiteliares 1992 intestinal 2005
SPI1  orgA Internealizacién Jones y SPI3  mgtC Transportador de Moncrief y
bacteriana Falkow, 1994 Magnesio Maguire, 1999
SPI 2 1rC Respiracién Hensel et al., | SPI4  spi4R Transportador
anaerobia 1999 homologo a lktB* AF060869
SPI12  ssaQ Sistema de secrecion Hensel, 2004 SP14  spi4dD ProFelr}a de secrecion AF060869
similar a lipC**
SPI3  sugR Proteina de unién a SPI5  sopB Respuesta Norris et al.,
ATP NC_003197 inflamatoria 1998
SPI3  rhuM Hlpptetlca p{o.tema NC 003197 SPI5  pipA . Respueste.l Wood et al.,
citoplasmadtica inflamatoria 1998

*[ktB forma parte del operén Ikt, relacionado con la produccién de leucotoxina
**[ipC forma parte del operdn /ip, implicado en la secrecién extracelular de proteinas

En la SPII se utilizaron oligonucleétidos para amplificar regiones localizadas en los
extremos (Fig. 40; Tabla Il.c): una regién de 500 pb que incluye parte de los genes invE e invA y

otra correspondiente al gen orgA. Todos los aislamientos presentaron amplificaciones positivas.
A org prg orf  hil iag spt iac sip sic spa inv
pind | Lol
A'K" " H"X™ A '‘B" P=' A "B'C" D "A"S R"'P'O"J 'I'C'BT A "E"
\ \

J1 P 0

lmutS

G "F=H

b-1 b-2

Figura 40. (A) Representaciéon esquemdtica de SPI1 donde se indican las regiones amplificadas y (B)
amplicones (pb) orgA (b-1), invE/A (b-2). Calle -: control negativo; Calle H: S. Hadar LSP481/01; Calle B:
S. Brandenburg LSP125/02; Calle O: S. Ohio LSP191/98; Calle A: ADN del fago A digerido con Ps?1
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En la SPI2 se emplearon dos pares de oligonucleétidos previamente disefiados para
amplificar regiones localizadas en los extremos (Fig. 41; Tabla Il.c) correspondientes a los genes

ssaQ'y ttrC. En todos los aislamientos ensayados, ambas amplificaciones fueron positivas.

A ssa sse ssa Ssr ttr

| |
- U TSRQPO N+ V ++«LK ] ++:  GFBED C ‘ABA'Ex D« C ‘B A ‘B
[

S NS i

s8¢

677 920

b-1 b-2

Figura 41. (A) Representacion esquemadtica de SPI2, se indican las regiones amplificadas y (B) amplicones
(pb) ssaQ (b-1) y #rC (b-2). Calle -: control negativo; Calle H: LSP481/01; Calle B: LSP125/02;
Calle O: LSP191/98; Calle A: ADN del fago A digerido con Pstl

A continuacién se ensay6 la amplificacién de cinco genes de SPI3 (Fig. 42; Tabla Il.c):
mgtC (altamente conservado en diferentes aislamientos de Salmonella analizados hasta el
momento; Amavisit et al., 2003), misL, sugR, rhuM y rmbA (localizados en una zona descrita como

inestable). Los resultados obtenidos revelaron diferencias entre los distintos serotipos.

= Todos los aislamientos de S. Brandenburg fueron positivos para los cinco genes
seleccionados.

= Todos los aislamientos de S. Hadar resultaron positivos para los genes mgtC, misL 'y rmbA
y negativos para sugR 'y rhuM.

= Todos los aislamientos de S. Ohio generaron amplicones de tamafo adecuado para los
genes rhuM, rmbA, misL 'y mgtC. Sin embargo, en el caso de sugR el fragmento obtenido
(337 pb) presentdé un tamafio inferior al esperado (850 pb). Para investigar la posible
existencia de una delecién en el gen sugR de S. Ohio, se determiné la secuencia de
nucledtidos de cuatro amplicones sugR: dos de este serotipo y dos de S. Brandenburg. La
comparacion de las secuencias obtenidas con las depositadas en la base de datos (Fig. 43)

puso de manifiesto los siguientes resultados:
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sugR  rhuM rmbA misL fidL marT  slsA  cigR mgtB mgtC
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Figura 42. (A) Representacion esquematica de los genes de SPI3 amplificados en S. Hadar (a-1), S.
Brandenburg (a-2) y S. Ohio (a-3). Las lineas discontinuas representan genes o secuencias no encontradas.
(B) Amplicones sugR (b-1), rhuM (b-2), rmbA (b-3), misL (b-4), mgtC (b-5). Calle -: control negativo;
Calle H: LSP481/01; Calle B: LSP125/02; Calle O: LSP191/98; Calle A: ADN del fago A digerido con Pstl

— Los dos amplicones de S. Brandenburg (850 bp) fueron idénticos entre si y también con
la regién correspondiente del gen sugR de S. Typhimurium ATCC14028, depositado en
bases de datos.

—Los extremos 5’ y 3’de las secuencias de S. Ohio presentaron una homologia del 96% y
del 99% con los extremos 5’ y 3’, respectivamente, del gen sugR de los demds serotipos
(posiciones 361-521 y 1038-1147 en el gen sugR de S. Typhimurium).

—FEl amplicén sugR de S. Ohio contiene una delecién interna que afecta a 515 pb
correspondientes a los nucleétidos 522-1036 del gen de S. Typhimurium. Tanto en este
dltimo como en los amplicones sugR de S. Brandenburg, la regién delecionada en
S. Ohio se encuentra flanqueada por repeticiones directas imperfectas
(cagcgccttttc/cagege-attte; Fig. 43). Estas repeticiones podrian haber sido responsables
de la delecidon ocurrida en el gen de S. Ohio, donde sélo se observa la secuencia

cagcgcatttc (ver Discusion).
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361
gcggcgcagcttaccegttggggtgaacaacttcagacgctggtgecgtgaagagcataatttgcagcaggttgagett

gcggcgcagcttaccecgttggggtgaacaacttcagacgctggtgegtgaagagcatagtttgcagcaggttgaactt

cccttatctggggactgctcgecttgtggtatcactaatgectggaacgttatgaggcacagectactgaacagecgtctyg
cccttatctggggactgctcacttatggtatcactaatgctggaacgttatgaggcacagcctactgaacaacgtctyg

gataaecagegecettttecacgtttgtctggttatgacgattgectttctgccacatcaaattataagcaatttgaacaa
gataacageg-———————— " - T

tggtatagctggttatggcttagctaccgtgaacatcaaatcacacaacttgaatcaccttcagcaaagttaaaagaa

ggtgttcgtgttcagcggatgaaagaagctattcaagccatccagcaagccattaactgtctgacgcaggaagtgact

ggctggcacgatctggaatacagctccagccataaccagcaattggtgatgaaccatccacagcacggtaagattcce

gcctggcagcagcaaattatccagtctttgecgcagegectatccagtctttgecgeagegeatttecactaatccagttt
7777777777777777777777777777777777777777777777777777777777 cattteccactaatccagttt

attgtcactacccatagcccgcaggttatcagcacggtaaaacgtgagtctgttcgectacttgaacaggacgagaaa
attgecactacccatagcccgcaggttatcagcacggtaaaacgtgagtctgttcgectacttgaacaggacgagaaa
ggtaatg1147

ggtaatg

Figura 43. Comparacién de la secuencia de nucledtidos (5°—3’) del amplicén sugR de S. Ohio LSP191/98
(azul) con la secuencia del gen sugR de S. Typhimurium (AF106566). Las diferencias entre ellas aparecen
resaltadas en azul claro. Las repeticiones directas imperfectas, presentes en el gen de S. Typhimurium, y la

secuencia relacionada del gen sugR de S. Ohio se muestran en negrilla y destacadas en gris

En el caso de SPI4 se emplearon oligonucledtidos especificos para los genes spi4R y

spi4D, resultando positivos los aislamientos de los tres serotipos (Fig. 44; Tabla Il.c).

H B O - A

1231 1269

Figura 44. Amplicones (pb) spi4D (A) y spi4R (B). Calle -: control negativo; Calle H: LSP481/01; Calle B:
LSP125/02; Calle O: LSP191/98; Calle A: ADN del fago A digerido con Pstl
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Finalmente, se analiz6 la presencia de dos genes pertenecientes a SPIS (Fig. 45; Tabla Il.c),

uno de ellos (sopB) descrito como conservado y el otro (pipA) como variable (Hensel., 2004).

Todos los aislamientos de los serotipos Hadar y Ohio resultaron positivos para ambos
genes.

En el caso de S. Brandenburg se consigui6 amplificar el gen sopB pero no el gen pipA. Esto
sugiere la existencia de una delecién en SPI5 de este serotipo.

A pipD orfX sopB pipC pipB PIpA
copSi [N
4 ;
et — —
L pipA
a-2 T Vo
B

Figura 45. (A) Representacion de los genes de SPI5 amplificados en S. Hadar, S. Ohio (a-1) y

S. Brandenburg (a-2). (B) Amplicones (pb) sopB (b-1) y pipA (b-2) Calle -: control negativo; Calle H:
LSP481/01; Calle B: LSP125/02; Calle O: LSP191/98; Calle M: ADN del fago A digerido con Pstl

1V.2. GENES NO ASOCIADOS A ISLAS DE PATOGENICIDAD

IV.2.a. Plasmido de virulencia

Se rastred la presencia de distintos genes localizados en pldsmidos de virulencia especificos
de determinados serotipos de S. enterica (ver Introduccién): spvC (relacionado con invasividad),
rck (implicado en resistencia al suero) y pefA, pefB, pefC y pefD (del operén pef que codifica
fimbrias que intervienen en el proceso de adherencia). De acuerdo con lo esperado, ninguno de

estos genes pudo ser detectado en los aislamientos de S. Hadar, S. Brandenburg y S. Ohio.
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IV.2.b. Islotes de virulencia y genes sueltos

Existe una gran variedad de genes con un papel mas o menos destacado en la patogenicidad
de S. enterica que no se encuentran ni en SPIs ni en el plasmido de virulencia, sino agrupados
formando pequefios islotes o aislados en el cromosoma bacteriano. En el presente trabajo se

investigo la presencia de algunos de estos genes (Fig. 46; Tabla Il.c).

=  Gen phoP/Q, regulador transcripcional de genes de virulencia (Miller, 1991). Todos los
aislamientos de los serotipos Hadar, Brandenburg y Ohio fueron positivos para este gen.

=  Genes que codifican toxinas: stn (enterotoxina; Prager et al., 1995) y ast (toxina Eastl;
Savarino et al., 1993). El primero se detecté en todos los aislamientos de los serotipos en
estudio, mientras que el segundo no se encontré en ninguno.

= Gen hin/H2, implicado en la variacion de fase flagelar (ver Introduccién; Way et al., 1993).
Todos los aislamientos analizados resultaron positivos.

= Gen iroB, relacionado con la captacién de hierro (Baumler et al., 1996a). En todos los

aislamientos de los serotipos Hadar, Brandenburg y Ohio se detecté este gen.

- H B O H - B O - H B O H B - O H B O
phoP/Q stn hin/H2 iroB himA
- H B O - O H B B O H - H B O - - H B O
460 - 261 -374 347
slyA sodC1 - -agf;l | sefD sopE2

Figura 46. Amplificaciéon de los genes de virulencia indicados. Calle -: control negativo; Calle H:
LSP481/01; Calle B: LSP125/02; Calle O: LSP191/98. Los nimeros a la derecha de los geles indican el

tamaifio (en pb) de los distintos amplicones

= Gen himA (Gottesman y Abremski, 1980), implicado en procesos de replicacidn,
recombinacién y regulacién cromosOmica, afecta directa o indirectamente a la

transcripciéon de diferentes genes entre ellos el regulador (spvR) del operén spv del
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plasmido de virulencia en S. Typhimurium (Marshall et al., 1999). Presente también en
todos los aislamientos.

= Gen slyA regulador transcripcional de genes de virulencia necesarios para la supervivencia
en macrofagos (Libby ef al., 1994). También se encontré en todos los aislamientos.

= Gen sodCl, implicado en la resistencia al estrés oxidativo (Bannister et al., 1987). En
ninguno de los aislamientos de los serotipos Hadar y Brandenburg se detectd este gen,
mientras todos los de S. Ohio resultaron positivos.

= Genes relacionados con fimbrias, agfA (Doran et al., 1993) y sefD (Clouthier ef al., 1994).
En ningin aislamiento de S. Hadar se consiguié la amplificacién de estos genes. Sin
embargo, tanto los aislamientos de S. Brandenburg como los de S. Ohio fueron positivos
para agfA, mientras que sefD fue detectado en los segundos pero no en los primeros.

= Genes sopE2 y sopE, que codifican proteinas efectoras secretadas por SPI1-SST3 (Hardt et
al., 1998). Todos los aislamientos de S. Hadar, S. Brandenburg y S. Ohio presentaron el
gen sopE2. Por el contrario, sopE sélo se detectd en 76 aislamientos de S. Hadar y en dos

de S. Brandenburg.

1V.3. ASIGNACION DE CEPAS A PERFILES DE VIRULENCIA

En total se identificaron cinco perfiles de virulencia (V1 y V2 en S. Hadar, V3 y V4 en
S. Brandenburg y V5 en S. Ohio), encontrdndose mayores variaciones inter-que intra-serotipo. La
mayoria de éstas ocurrieron en las regiones menos conservadas de las SPIs 3 y 5 o afectaron a la
presencia o ausencia de cuatro genes: dos de ellos implicados en la produccién de fimbrias, uno de

codificacién fagica y otro relacionado con resistencia al estrés oxidativo (Tabla 18).

= Los aislamientos de S. Hadar se caracterizan por la ausencia de los genes agfA, sugR 'y
rhuM, presentes sin embargo en S. Brandenburg y S. Ohio (aunque sugR contiene una
delecién en este ultimo; apartado IV.1; Fig. 43). 76 aislamientos (90,5%) fueron positivos
para sopE (perfil V1) y el resto negativos (perfil V2).

= Todos los aislamientos de S. Brandenburg mostraron genes sugR y rhuM aparentemente
intactos, aunque se dividieron en dos perfiles en base a la presencia o ausencia de sopE. La
mayoria (94,6%) no contienen este gen (perfil V3), que sélo se detectd en dos aislamientos
(perfil V4).

= Los aislamientos de S. Ohio se caracterizaron por presentar los genes sodC1, sefD y un gen

sugR delecionado y por carecer del gen sopE (perfil V5).
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Tabla 18. Perfiles de virulencia de los serotipos estudiados

Serotipo (N) Perfil (N) Genes SPY/ .
Genes sueltos
Hadar (84) V1 (76) orgA;invE/A; ttrC;ssaQ; rmbA;misL;mgtC; spi4D; spi4R;sop B, pipA/
iroB;phoP/Q; hin/H2;himA;, slyA; stn; sopE2;sopE
V2 (8) orgA;invE/A;ttrC, ssaQ; rmbA; misL;mgtC; spi4D; spi4R; sopB;pipA/
iroB;phoP/Q;hin/H2,; himA;slyA;stn;sopE2
Brandenburg (37) V3 (35) orgA;invE/A;ttrC;ssaQ;sugR;rhuM ;rmbA; misL;mgtC;spi4D; spi4R; sopB/
iroB;phoP/Q; hin/H2; himA;agfA; slyA; stn;sopE2
V4 (2) orgA;invE/A; ttrC, ssaQ,sugR;rhuM; rmbA;misL;mgtC, spi4D; spi4R; sopB/
iroB;phoP/Q;hin/H2;himA,;agfA,slyA;stn,;sopE2;sopE
Ohio (55) V5 (55) orgA;invE/A; ttrCssaQ; AsugR;rhuM ; rmbA; misL;mgtC; spi4D; spi4R; sop B;pipA/
iroB;phoP/Q;hin/H2;himA,;agfA;slyA;stn;sopE2;s0dC1;sefD
N, nimero de aislamientos * los genes diferenciales se muestran en negrilla

Parte de los resultados de este capitulo se encuentran recogidos en el articulo:
» Rodriguez, M., 1. de Diego, N. Martinez, M. R. Rodicio y M. C. Mendoza. 2006.
Nontyphoidal Salmonella causing focal infections in patients admitted at a Spanish general

hospital during an 11-year period (1991-2001). Int. J. Med. Microbiol. 296: 211-22.

Y en la comunicacion:

» Rodriguez, M., N. Martinez, 1. de Diego, F. Pérez y M. C. Mendoza. 2003. Salmonelosis
extraintestinal geridtrica en el HCA. Factores microbiolégicos y cuadros clinicos.
X Reunién de la Sociedad Espafiola de Enfermedades Infecciosas y Microbiologia Clinica.

Oviedo.

Los datos sobre virulencia obtenidos en este apartado se incluirdn en un trabajo mas amplio
que englobard diferentes serotipos, tanto prevalentes como no prevalentes, de S. enterica:

= Detection of virulence genes in different serovars of Salmonella enterica.
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Discusion







Ante los objetivos planteados y los resultados obtenidos se pueden responder diferentes
preguntas sobre cada uno de ellos y comparar la informacién resultante con la reflejada en la
literatura cientifica. Para la discusion de estos datos se seguird el mismo orden que en la seccién

Resultados.

1. IMPACTO EPIDEMIOLOGICO

Los tres serotipos de Salmonella sujetos a estudio en esta tesis (Hadar, Brandenburg y
Ohio) estuvieron representados por aislamientos registrados en el Principado de Asturias durante el
periodo 1991-2005: 84, 37 y 55, respectivamente. Estos valores los sitian a una distancia
considerable de los dos serotipos mayoritarios: Enteritidis y Typhimurium, con 4478 y 1231
aislamientos en el mismo periodo. Ademds, se constaté un descenso notable de los tres serotipos a
partir de 2002 (Fig. 47A), aunque en el caso de S. Ohio ocurrié un rebrote en el afio 2003, con 14
aislamientos (presumiblemente implicados en un brote comunitario a nivel regional) frente a los
tres y uno de los afios anterior y posterior.

De acuerdo con lo esperado, la mayoria de los aislamientos procedieron de las 4reas
sanitarias IV (Oviedo) y V (Gijén), que cuentan con mayor nimero de habitantes. Durante el
periodo 1995-2004 (contemplado en la Figura 47A, ya que la serie de S. Hadar se inicia en 1995),
la incidencia de los tres serotipos por 10° habitantes fue de 1,51 aislamientos/afio. En los casos de
S. Hadar y S. Ohio no se observaron diferencias importantes en cuanto al sexo (Fig. 47B), mientras
que en S. Brandenburg la incidencia fue superior en mujeres que en hombres (62,5 frente a 37,5%)
aunque estadisticamente esta diferencia no resulté significativa (p>0,15). Por otro lado (Fig. 47C),
S. Ohio y S. Brandenburg afectaron principalmente a nifios menores de 2 afios (45,2% y 32%,
respectivamente) y S. Hadar a personas entre 14 y 60 afios (38,6%) que constituyen el grupo etario
de mayor poblacion. Finalmente, en cuanto a la estacionalidad de los episodios (Fig. 47D), el
56,5% ocurri6 en el periodo cédlido (mayo a octubre) frente al 43,5% del periodo frio (noviembre-
abril). Nuevamente esta diferencia no es significativa (p>0,1).

En relacion a la presentacion clinica, 167 aislamientos se recuperaron de heces. De éstos,
157 originaron episodios esporddicos de enteritis aguda y los diez restantes estuvieron implicados
en cuatro episodios que cursaron con diarrea recurrente fueron causados por S. Brandenburg (uno
en 1993) y S. Ohio (tres en 1991, 1995 y 1998), siempre en nifilos menores de dos afios. Cinco
aislamientos de los serotipos S. Hadar (3) y S. Brandenburg (2) originaron infecciones focales. Tres
de ellos, procedentes de orina (dos de S. Hadar, uno de S. Brandenburg), causaron infecciones
urinarias. Otros dos (uno de cada serotipo) se recuperaron de abcesos y uno derivé posteriormente

en enteritis aguda, aisldndose S. Hadar de las heces del paciente dos meses mds tarde. Estudios
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previos relacionan ambos serotipos con infecciones extraintestinales aunque con una baja
incidencia (Rodriguez et al., 1998, 2006d; Bjorkman et al., 2002; Caers et al., 2006). Los cuatro
aislamientos restantes no procedian de muestras clinicas, dos de ellos (S. Brandenburg) se
obtuvieron de alimentos (derivados cdrnicos) y los otros dos (S. Brandenburg y S. Ohio) de

muestras ambientales (aguas residuales).
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Figura 47. Distribucién epidemiolégica de los aislamientos de [1S. Hadar, JJ] S. Brandenburg y A S. Ohio
recuperados en el Principado de Asturias durante el periodo 1995-2004. (A) Afios; (B) Sexo; (C) Edad;
(D) Estacionalidad

En Espaiia, la frecuencia registrada por el LNRSSE para estos tres serotipos, sitda a
S. Hadar en tercera posicidn, a partir de 1996, con un nimero muy inferior de aislamientos que los
recogidos para S. Enteritidis y S. Typhimurium, que ocupan los dos primeros puestos. A partir del
afio 2000 se observa una disminucién en S. Hadar aunque conserva la tercera posicién (Echeita et
al., 2005a, b). Por su parte, S. Ohio se sitia alrededor del séptimo puesto en el periodo 1997-2003
(1,3% en 2003) y S. Brandenburg, se mueve en torno a la décima posicién (0,3% en el mismo afio)

(ver Introduccién).
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Aproximadamente el 90% de los aislamientos de Salmonella spp. recuperados a nivel
nacional, procedian de heces, el 3% de muestras de sangre, el 1% de muestras de orina y
porcentajes inferiores al 1% de otros origenes. Estos datos son similares a los comentados para
nuestra serie, aunque ninguno de los 172 aislamientos clinicos analizados estuvo implicado en
bacteriemia. Por otro lado, el mayor nimero de aislamientos de Salmonella procedid, en Espafia, de
niflos menores de cinco afios, grupo etario en el que también se registraron la mayoria de episodios
ocasionados por S. Ohio y S. Brandenburg en el Principado de Asturias. No se registraron
diferencias estadisticamente significativas en la incidencia de Salmonella en funcién del sexo del
paciente (Usera et al., 2001a, 2003a; Echeita et al., 2005a, b; B.E.S. 2004 y 2005), pero si en
cuanto a la distribucién estacional, con un mayor nimero de casos en verano y al inicio de la
primavera.

Durante el periodo de estudio se detectaron en el Principado de Asturias diferentes brotes
de salmonelosis, tanto familiares como comunitarios, causados por los serotipos analizados en este
trabajo. Primeramente, en el afio 1995 en el drea sanitaria V se registraron dos brotes familiares,
uno de los cuales fue originado por S. Hadar, con dos afectados, de los que no consta la edad, con
un cuadro clinico de enteritis aguda. El segundo brote, atribuido a S. Ohio, involucré a dos nifios de
un aflo y un mes, respectivamente. En este caso se registraron tres aislamientos, ya que el menor de
los nifios presenté un cuadro de diarrea recurrente, aisldndose Salmonella en dos muestras de heces
del paciente con un intervalo de tres meses. Ademds, los resultados obtenidos en el presente trabajo
revelaron un brote adicional, causado por S. Brandenburg en el afio 2000 (ver apartado 2) que, sin
embargo, no fue declarado oficialmente. El brote afect6 a nueve personas del 4rea sanitaria V,
durante los meses de septiembre y octubre (nueve aislamientos). De la misma manera, durante el
mes de enero de 2003 se registré un nimero inusualmente alto de aislamientos adscritos al serotipo
Ohio (14), cuya caracterizacién (apartado 2) apoy6 la existencia de otro brote a nivel regional, con
aislamientos adscritos a las dreas sanitarias II, IV, V' y VI, que en conjunto atiende a una poblacién
de mas de 700.000 habitantes. Los alimentos responsables de estos brotes no se conocen.

A nivel nacional, durante el periodo 2000-2005, S. Hadar se vio implicada en cuatro brotes
comunitarios y cinco familiares; S. Brandenburg en dos brotes familiares y S. Ohio en dos brotes
comunitarios y uno familiar (Usera et al., 2001b, 2003b; Echeita et al., 2005c). En la mayoria de
los brotes alimentarios el alimento implicado resulté ser el huevo crudo o poco cocinado, seguido a
distancia de carne de ave, vacuna y porcina, pescados y mariscos y productos de pasteleria. Es
interesante destacar el brote alimentario originado por la ingesta de pollo pre-cocinado, que tuvo
lugar en 2005 (Lenglet, 2005). Se trat6 de un brote comunitario de incidencia nacional que afecto a

17 comunidades autonomas y registré 2138 casos de gastroenteritis por Salmonella entre el 21 de
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julio y el 8 de agosto de 2005, produciéndose 234 hospitalizaciones y el fallecimiento de un
hombre de 90 afios. En el LSP del Principado de Asturias se recogieron 15 aislamientos de
pacientes asociados a este brote, que no fueron incluidos en el presente trabajo, ya que la serie de
S. Hadar termin6 en 2004. Las caracteristicas fenotipicas y genotipicas indicaban que se trataba de
una cepa resistente ampicilina, estreptomicina, tetraciclina y 4cido nalidixico, y con perfil-PFGE
similar al X1, igual que el 71% de los aislamientos del Principado de Asturias, del periodo 1999-
2004 (M. Bances, comunicacién personal).

En cuanto al reservorio de los serotipos incluidos en el estudio, los Laboratorios de Sanidad
Animal espanoles y el LNRSSE aislaron S. Hadar principalmente de aves de corral (96,7%) hasta
el afio 2001. En el periodo 2002-2004, sin embargo, la mayoria de los aislamientos se obtuvieron
de ganado porcino (82,8%), registrandose unicamente 5 procedentes de aves. En este mismo
periodo, la mayoria de los aislamientos adscritos a S. Ohio se obtuvieron de aves (85,1%), mientras
que S. Brandenburg se encuentra claramente asociado a ganado porcino, procediendo de cerdos el
79,6% de los aislamientos de 2000-2004 (Garcia et al., 2001; Usera et al., 2001c; Valdezate et al.,
2003; de Frutos et al., 2005a, b).

2. ASIGNACION DE AISLAMIENTOS A TIPOS GENOMICOS

En estudios epidemiolégicos es importante asociar un caso con otro, con el vehiculo de
transmision y con reservorios, para ello se ha de acudir a métodos de tipificacion. Estos métodos se
basan en la premisa de que organismos clonalmente relacionados comparten caracteristicas que
permiten diferenciarlos de organismos no relacionados. El que una caracteristica sea de eleccion en
la tipificacién estd en relacién con su estabilidad en una determinada cepa y su diversidad entre las
cepas que forman una especie. Los métodos clésicos de tipificaciéon de Salmonella incluyen la
determinaciéon del serotipo, biotipo y fagotipo, que constituyen el primer nivel para la
caracterizacion de una cepa. Sin embargo, en los ultimos afios, el desarrollo de la genética
molecular ha llevado al disefio de técnicas que analizan directamente el ADN plasmidico y
cromosémico. Las técnicas que analizan el ADN cromosémico estudian una molécula estable que
permite diferenciar tipos genémicos, asi como determinar los tipos mds y menos frecuentes que
constituyen una determinada especie (Struelens, 1996).

La tipificacion genotipica de los aislamientos de S. Hadar, S. Brandenburg y S. Ohio se
llevé a cabo mediante dos técnicas que analizan el genoma completo de las bacterias: RAPD vy
macrorrestriccion-PFGE.

La tipificacion RAPD se basa en la amplificacién de secuencias multicopia aleatorias que

forman parte de regiones del ADN con funcién desconocida. Se valoraron dos variantes de esta
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técnica usando los iniciadores S y C. El iniciador S fue descrito como valido para especies
procariotas y eucariotas por Williams et al., en 1990. Posteriormente ha sido utilizado en nuestro
laboratorio para diferenciar cepas de distintos serotipos de Salmonella (Martin et al., 1997,
Rodriguez et al., 1998, Soto et al., 1999, 2000, 2001; del Cerro et al., 2002; Martinez et al., 2005),
al igual que el iniciador C (Landeras y Mendoza, 1998; Rodriguez et al., 1998; Soto et al., 1999,
2000, 2001; del Cerro et al., 2002; Martinez et al., 2005). Este dltimo fue descrito por Lin et al.
(1996) y designado OPB-17 por estos autores.

Con el iniciador S no se consiguié una buena diferenciacion intra-serotipo, ya que dentro
de cada uno sélo se distinguieron dos perfiles estrechamente relacionados, siendo uno de ellos
claramente mayoritario. Sin embargo, si se obtuvieron perfiles inter-serotipo distintos. El iniciador
C también consiguié una buena diferenciacién inter-serotipo, mientras que la diferenciacién
intra-serotipo fue variable. Todos los aislamientos de S. Ohio compartieron el mismo perfil C; 82
aislamientos de S. Hadar presentaron el mismo perfil y sélo los dos restantes fueron distintos. Por
el contrario, en S. Brandenburg este iniciador permiti6 la diferenciacion de los 37 aislamientos en
11 perfiles.

Para el andlisis de macrorrestriccion-PFGE, considerado actualmente como el mejor
método de tipificacién tanto para Salmonella (Peters et al., 2003) como para otras bacterias
patogenas (Singh et al., 2006), se valoraron las endonucleasas Xbal y Binl, de baja frecuencia de
corte. La digestion con Xbal permitié una buena diferenciacion inter-serotipo, obteniéndose
perfiles claramente distintos para los tres serotipos en estudio y también para S. Braenderup H9812
(control fuera de grupo). Sin embargo, dentro de cada uno de ellos, la capacidad de diferenciacién
varié considerablemente. Asi, S. Hadar sélo presentd tres perfiles Xbal, uno de ellos claramente
predominante, que diferfan entre si en un maximo de dos fragmentos. Por ello, todos los
aislamientos se englobaron en un tinico grupo (S > 0,77; dendrograma no mostrado). En el serotipo
Ohio la diferenciacién obtenida fue considerablemente superior, generdndose 11 perfiles que se
distribuyeron en dos grupos y dos ramas independientes (S entre 0,88 y 0,38). De manera similar,
los 37 aislamientos de S. Brandenburg dieron lugar a 12 perfiles que a su vez formaron tres grupos
y dos ramas (S entre 0,90 y 0,30).

Por su parte, Blnl permiti6 una buena diferenciaciéon tanto inter-serotipo como
intra-serotipo. En el caso de S. Hadar, esta endonucleasa distingui6 un total de siete perfiles que se
distribuyeron en dos grupos y dos ramas (S entre 0,90 y 0,49). El mayor poder de discriminacion de
Binl con respecto a Xbal, para la tipificacién de aislamientos de S. Hadar, ya habia sido observado
por Weide-Botjes et al. (1998). En el serotipo Brandenburg con Blnl, al igual que con Xbal, se

obtiene un alto nimero de perfiles (14), distribuidos en tres grupos y cinco ramas (S entre 0,90 y
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0,20). Por el contrario, la digestiéon con Binl de aislamientos del serotipo Ohio generd tinicamente
seis perfiles, cinco menos que el enzima anterior, que se encuadraron en un grupo y dos ramas
sueltas (S entre 0,86 y 0,63).

Pese a que, en algunos casos, Binl dio mejores resultados que Xbal, esta ultima
endonucleasa ha sido seleccionada para el protocolo normalizado de vigilancia epidemioldgica de
Salmonella. Por tanto, la utilizaciéon de Xbal hace posible comparar los datos obtenidos en
diferentes laboratorios permitiendo un buen seguimiento epidemioldgico de los clones de
Salmonella circulantes y la deteccion de brotes a nivel regional, nacional y/o mundial (Peters et al.,
2003). El elevado coste de Binl con respecto a Xbal, supone un inconveniente adicional para su
utilizacién rutinaria.

Cabe sefalar, finalmente, que aunque la técnica RAPD es mas rdpida y econdmica,
presentd baja diferenciacion intra-serotipo y problemas de reproducibilidad. Por el contrario, la
macrorrestricciéon con Xbal y/o Binl result6 altamente reproducible, los perfiles obtenidos fueron
facilmente interpretables y permitié una buena diferenciacion inter- e intra-serotipo.

Tras comparar los resultados obtenidos mediante tipificacion RAPD y PFGE nos
decantamos por esta Ultima metodologia a la hora de establecer los clones presentes en nuestra
region, analizando, ademads, la posible correlacién con datos epidemiolégicos y con perfiles de
resistencia y virulencia.

En el serotipo Hadar encontramos un tipo genémico mayoritario, designado TG-H1, que
puede considerarse endémico, ya que incluye 24 aislamientos, la mayoria implicados en casos de
gastroenteritis aguda, distribuidos a lo largo de todo el periodo de estudio (1995-2004). Estos
aislamientos comparten los perfiles X1, R11 y V1. Muy similar serfa el tipo TG-HS, con ocho
aislamientos de 1997-2001, que sélo se diferencian de los anteriores por presentar el perfil
minoritario V2. Con 12 aislamientos cada uno aparecen los tipos TG-H2 y TG-H3, ambos R8 y V1,
pero con perfiles de macrorrestriccion diferentes (X1 y X2, respectivamente). El siguiente en
frecuencia fue TG-H4, también endémico, con diez aislamientos, de 1995 a 2004, sensibles a todos
los antimicrobianos ensayados (perfil R0), que fueron ademas V1 y X1. El resto de tipos de
S. Hadar incluyeron un maximo de dos aislamientos, considerdndose por tanto esporadicos. Entre
las salmonelosis originadas por este serotipo se informé un brote familiar con dos personas
implicadas, en el que la cepa responsable se pudo adscribir a TG-H2. También se informé de tres
pacientes con infecciones extraintestinales, una de ellas (infeccidn de orina), causada por una cepa
TG-H3 y otra por una cepa TG-HS5 (correspondiente a un abceso). Esta dltima derivd, dos meses
mds tarde, en una gastroenteritis, recuperdndose de heces la misma cepa. Por dltimo, una mujer de

29 afos present6 gastroenteritis e infeccion de orina, aislandose dos cepas de S. Hadar ligeramente
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diferentes. A partir de la muestra de orina se recuperé una cepa TG-H1 mientras que la cepa
obtenida de la muestra de heces se distinguia de la anterior por presentar una resistencia adicional a
gentamicina (perfil R12). Los aislamientos diferian, ademads, en el perfil de plasmidos. Mientras el
procedente de orina sélo contenia el pldsmido de 9 Kb portador del gen blargy de resistencia a
ampicilina, el obtenido de heces portaba este mismo pldsmido junto con otro de 95 Kb en el que se
localizé el gen aac(3)IV de resistencia a gentamicina. Esto nos lleva a pensar que en un principio se
trat6 de la misma cepa TG-H1 de S. Hadar que, a su paso por el tracto gastrointestinal de la mujer,
incorporé un segundo plismido de resistencia. Estamos, aparentemente, ante un ejemplo de
evolucién en tiempo real, apoyado al encontrarse el pldsmido de 95 Kb tnicamente en este
aislamiento.

En el serotipo Ohio se encontrd un tipo genético claramente endémico: TG-O1, que abarca
el periodo 1992-2005, con 23 aislamientos, la mayoria implicados en casos aislados de
gastroenteritis aguda, que comparten los perfiles RO, V5 y X1B2. Ocho aislamientos de este tipo se
recogieron durante el mes de enero de 2003 en diferentes 4dreas sanitarias del Principado de
Asturias. El incremento de aislamientos de S. Ohio durante este mes, nos hizo sospechar la
existencia de un brote no declarado oficialmente, que puede ser atribuido al tipo TG-O1. Otros tres
aislamientos, recuperados en la misma época, sélo se distinguieron de los anteriores por presentar
el perfil X11 (tipo TG-02), que se diferencia de X1 en dos bandas (S = 0,77). De acuerdo con los
criterios establecidos por Tenover et al. (1995) estos aislamientos estdn estrechamente
relacionados, pudiendo pertenecer al mismo brote. TG-O1 se vio implicado, ademads, en un caso de
diarrea recurrente, que afectd a una nifia menor de un afio, obteniéndose aislamientos con idénticas
caracteristicas en dos meses sucesivos. El tipo TG-O3 (RO, V5, X1B1), se encontré en cuatro
aislamientos recogidos en meses sucesivos a partir de muestras de heces de un nifio menor de un
afo, tratdndose, como era esperable, de una unica cepa. Por otro lado, el tipo TG-O4 (R2, V5,
X1B2) fue responsable de un brote familiar de salmonelosis que involucrd a dos nifios menores de
un afio. El mds pequefio sufri6 una diarrea recurrente, obteniéndose la misma cepa en todos los
casos. El resto de tipos gendmicos aparecieron en un miximo de dos aislamientos y, al igual que
TG-02, TG-03 y TG-O4, pueden considerarse esporadicos.

En el serotipo Brandenburg, de acuerdo con la alta diversidad encontrada, no se detectd
ningtn tipo gendmico prevalente. Los mds frecuentes fueron TG-B1 (RO, V3, X9B7), TG-B2 (RO,
V3, X9B10) y TG-B3 (RO, V3, X3B3), con cinco, cuatro y tres aislamientos respectivamente. El
resto incluyé un tdnico representante. En este serotipo se registr6 un unico caso de diarrea
recurrente, que afectd a un nifio menor de dos afios. A partir de muestras de heces se recuperaron,

en meses consecutivos, dos cepas que se diferenciaban Unicamente en el perfil-R. La primera,
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recogida en noviembre de 1993, fue resistente a kanamicina y estreptomicina, mientras la aislada
en diciembre del mismo afio, resulté ademas resistente a cloranfenicol. Podriamos estar ante un
nuevo ejemplo de evolucién en tiempo real, que permitié la ganancia del determinante de
resistencia a cloranfenicol (catAl). No obstante, en este caso no pudimos detectar la presencia de
plasmidos diferentes en ambos aislamientos. Durante los afios en estudio no se registré
oficialmente ningun brote causado por S. Brandenburg. Sin embargo, durante el mes de septiembre
y principios de octubre de 2000 se observd, en el drea V, un incremento en el nimero de
aislamientos de este serotipo, contabilizdndose nueve en total. Cinco de ellos pertenecieron al tipo
TG-B1 y los otros cuatro al tipo TG-B2, que sélo se diferencian en el perfil de macrorrestricién
obtenido con Binl (B7 y B10, respectivamente). Aparentemente, estos perfiles sélo diferian en una
banda (S = 0,84) y, por tanto, los aislamientos estdn estrechamente relacionados. Nuevamente, si la
relacion fuera clonal, los nueve aislamientos podrian haber estado implicados en un brote
comunitario no declarado oficialmente.

Como conclusién de los estudios de tipificacién podemos destacar que tanto S. Hadar como
S. Ohio parecian formados por unos pocos tipos genéticos muy similares entre si, presentando
probablemente una elevada clonalidad. Estos resultados coinciden con los obtenidos en estudios
nacionales y europeos (Valdezate et al., 2000; Koort et al., 2002), donde se describen perfiles-
PFGE similares a los encontrados en nuestra serie, hecho que apoya la posible dispersion
geografica de un nimero reducido de clones. Por el contrario, el serotipo Brandenburg demostré
ser gendmicamente heterogéneo, con pocos aislamientos pertenecientes a un mismo tipo. Otros
autores encontraron también un nimero elevado de perfiles diferentes en series de S. Brandenburg

de pequefio tamafio (Baquar et al., 1994).

3. EL PROBLEMA DE LA RESISTENCIA A ANTIMICROBIANOS EN LOS SEROTIPOS

DE SALMONELILA BAJO ESTUDIO

La mayoria de los serotipos no tifoideos de S. enterica aislados en paises desarrollados se
consideran zoondticos (Threlfall, 2002). En los dltimos afios se ha producido un considerable
aumento de cepas resistentes a antimicrobianos, hecho que parece estar correlacionado, al menos
en parte, con el uso de estas moléculas en animales destinados al consumo. Como se coment6 en la
Introduccién, la salmonelosis no tifoidea suele cursar, en seres humanos, como un proceso
auto-limitado, quedando confinado al tracto gastrointestinal, por lo cual la terapia antimicrobiana
no estd indicada. Sin embargo, en el caso de pacientes inmunodeprimidos o en nifos resulta de vital
importancia contar con tratamientos efectivos. Ademds, en el tracto intestinal, donde la diversidad

bacteriana es muy elevada, Salmonella puede mediar la transferencia horizontal de determinantes
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de resistencia a la microbiota normal que pueden llegar a actuar como patdgenos oportunistas y/o
permitir la propagacion de resistencias a otros patégenos que interaccionen con ella. Por tanto, el
incremento de la resistencia en serotipos no tifoideos de S. enterica se ha convertido en un
importante problema de salud publica.

En este trabajo, el andlisis conjunto de los tres serotipos en estudio revel6 que el 36,4% de
los aislamientos era susceptible a todos los antimicrobianos analizados, perteneciendo la mayor
parte al serotipo Ohio. Por el contrario, tanto S. Hadar como S. Brandenburg mostraron valores
muy altos de resistencia y multirresistencia.

En el caso de S. Hadar sélo el 14,3% de los aislamientos fue susceptible. El resto se
distribuy6 en 12 perfiles R, con un nimero de resistencias que vari6 entre una y cinco. Analizando
la evolucién de estos perfiles en relacion al tiempo, los tres mayoritarios (R11: [AMP-CEF]-STR-
TET-NAL, R8: STR-TET-NAL y RO: susceptible) aparecieron en aislamientos recogidos a lo largo
de todo el periodo de estudio (entre 1995 y 2004), mientras que todos los demads se presentaron de
manera esporddica. También se constaté un aumento significativo en la incidencia de aislamientos
MDR con el tiempo. De hecho, todos los aislamientos sensibles menos uno fueron recogidos entre
1995-1998, periodo en el cual la MDR era poco comiin (15,2%). Posteriormente, el porcentaje de
aislamientos multirresistentes aumenté de forma progresiva, alcanzando valores del 69,2%,
71,43%, 76,9% y 80% en 1999, 2000, 2001 y 2002-04, respectivamente. El fenotipo MDR
mayoritario fue [AMP-CEF]-STR-TET-NAL (perfil R11), con una frecuencia del 40,5%, hecho
que contribuyo significativamente a que, de manera individual, las resistencias mds comunes fueran
tetraciclina (79,8%), estreptomicina (76,2%), 4cido nalidixico (76,2%) y ampicilina-cefalotina
(50%). Las tres primeras alcanzaron durante el periodo 1999-2004 una incidencia global del 92,1%.
Estos resultados son acordes con datos procedentes de otros laboratorios espafioles y europeos,
incluidos los recogidos en el informe de 2003 del sistema Enter-Net para la vigilancia
epidemioldgica de salmonelosis humanas (Threlfall et al., 2003). En este informe se destacan las
resistencias a tetraciclina, estreptomicina, dcido nalidixico y ampicilina como las més frecuentes en
los aislamientos de S. Hadar de diez paises europeos durante 2000 y se indica también la incidencia
relativamente alta de MDR (37%).

En el presente trabajo se demostré que las resistencias a estreptomicina, tetraciclina y
ampicilina-cefalotina pudieron atribuirse a la presencia de los genes strA/B, tet(A) y blargy. Los
genes strA/B y tet(A) se encontraron en diferentes fragmentos del cromosoma bacteriano, alguno de
los cuales sirvi6 para definir los diferentes perfiles Binl. Por el contrario, la resistencia a ampicilina
se encuentra mediada por pldsmidos (apartado 4). Por otro lado, todos los aislamientos de S. Hadar

resistentes a dcido nalidixico del Principado de Asturias, contenian una mutacién que cambia el
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codoén Asp-87 por Asn en el gen cromosOmico gyrA y mostraron susceptibilidad disminuida a
ciprofloxacino (CMI = 0,5 pg/ml), que es la fluoroquinolona de eleccién en el caso de infecciones
invasivas causadas por Salmonella.

Estudios previos, realizados en otros laboratorios, ya habfan detectado un nimero
significativo de aislamientos de S. Hadar, de distinto origen (humano, animal y alimentos),
resistentes a uno o mds antimicrobianos y una elevada incidencia de MDR (Threlfall et al., 1999,
2003; Valdezate et al., 2000; Cruchaga et al., 2001). Igualmente, la mayoria de los genes-R
encontrados en los aislamientos clinicos de S. Hadar recogidos en el Principado de Asturias, ya
habian sido descritos en aislamientos de origen humano y animal, principalmente aves de corral, en
diferentes paises europeos (Frech y Schwarz, 2000; Malorny et al., 2003; Pezzella et al., 2004;
Randall et al., 2004). Estos resultados apoyan un posible origen de la resistencia en el reservorio
animal.

A diferencia de S. Hadar, estudios sobre S. Brandenburg realizados en distintos paises
habfan demostrado que la mayoria de los aislamientos analizados eran susceptibles a
antimicrobianos (Baquar et al., 1994; Wright et al., 1998; Threlfall et al., 2003; Wybot et al.,
2004). Por el contrario, el 56,8% de los recogidos en el Principado de Asturias durante el periodo
1993-2005, presentaron resistencia por lo menos a un antimicrobiano y el 32,4% fueron MDR.
Estos resultados, concuerdan, sin embargo, con la situacién a nivel nacional, donde se constaté un
porcentaje elevado de resistencia (72,4%) y multirresistencia (31%) en este serotipo, durante el
periodo 2002-2005 (A. Echeita, comunicacion personal).

Analizando los perfiles de resistencia de los aislamientos del Principado de Asturias en
relacion al tiempo, RO (susceptible a todos los antimicrobianos ensayados) se encontré entre 1995 y
2004 y R12 (AMP-CHL-KAN-STR-SU-TET-TMP) entre 1995-1997, mientras que el resto sélo se
presentaron de manera esporddica. Se puso de manifiesto, ademds, una importante disminucién de
la resistencia en el afio 2000, en el cual la mayoria de los aislamientos (9/10) resultaron
susceptibles y solamente uno, procedente de una muestra cdrnica, fue resistente a estreptomicina,
tetraciclina y trimetoprim (perfil R8). Ya se ha indicado que los datos epidemiolégicos obtenidos
en el presente estudio sugieren que los aislamientos sensibles del afio 2000 podrian haber estado
implicados en un brote, que no fue oficialmente informado en su momento (ver apartado 2). Por
otro lado, el mayor porcentaje de cepas MDR se concentrd entre los aiios 1995-1999, periodo que
engloba 18 de los 37 aislamientos de la serie, de los cuales nueve (50%) presentaron resistencia a
ampicilina, cloranfenicol, kanamicina, estreptomicina, sulfadiacina, tetraciclina y trimetoprim,
codificada por los genes blatgm, catAl, aphAl, aadAla, sull y sul3, tet(A) o tet(B) y dfrAl,

respectivamente. Uno de ellos fue también resistente a gentamicina, mediada por el gen aac(3)IV.
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La situacion fue marcadamente diferente en el periodo posterior (2000-2005), que incluye un
nimero similar de aislamientos (17), de los cuales sélo tres fueron MDR (17,7%). Sin embargo, el
bajo nimero de aislamientos recuperados durante los afios 2001-2005 asi como el impacto del
posible brote del afio 2000 (con nueve aislamientos sensibles) sobre la incidencia de la MDR, hace
tomar con precaucién la tendencia hacia su disminucién. Por ultimo, sefialar que sélo un
aislamiento de S. Brandenburg (LSP527/95) fue resistente a 4cido nalidixico (debido a una
mutacién que cambi6 el Asp-87 del gen gyrA a Gly), presentando ademds susceptibilidad reducida
a ciprofloxacino (CMI = 2 pg/ml), cuya base bioquimica y genética atin no ha sido investigada.
Dado que el tinico cambio detectado en el gen gyrA no explica el valor de la CMI a ciprofloxacino
este aislamiento debe poseer algiin mecanismo de resistencia adicional, como puede ser el mediado

por bombas de expulsion activa del agente antimicrobiano (Paulsen, 2003).

Aunque la mayoria de los aislamientos de S. Brandenburg analizados en este trabajo
procedian de muestras clinicas, dos de ellos (LSP26/00 y LSP662/01, ambos resistentes, con
perfiles R8 y R9, respectivamente) fueron recuperados de derivados carnicos. Ademds, estudios
previos llevados a cabo en diferentes paises habian descrito aislamientos de origen animal con
resistencias a distintos antimicrobianos y portadoras de integrones de clase 1 (Nastasi y Mammina,
2001; White et al., 2003b). Estos datos apoya nuevamente el origen animal de la resistencia. Sin
embargo, la contribucién de otros mecanismos de transmisién, incluidas las aguas residuales,
también deben considerarse como vector de diseminacion e infeccién. En nuestro estudio sélo se
incluyeron dos aislamientos con esta procedencia, uno de S. Brandenburg (LSP579/95; sensible a
antimicrobianos) y otro de S. Ohio (LSP461/94; resistente a sulfadiacina y trimetoprim).

De los tres serotipos analizados, S. Ohio fue el que mostré una menor incidencia de
resistencia y MDR. De hecho, el 65,5% de los aislamientos (36/55, distribuidos entre 1991 y 2005),
resultaron susceptibles a todos los antimicrobianos ensayados, de modo que el perfil RO fue
claramente mayoritario. Los siguientes en frecuencia fueron: R2 (SUL), R9 (AMP-STR-SUL-TET-
TMP) y R8 (AMP-GEN-STR-SUL-TET), que sélo incluyeron cinco, tres y dos aislamientos,
respectivamente. Por otro lado, diez aislamientos (18,2% del total) presentaron perfiles MDR (R6-
R11, con de uno a tres aislamientos), todos ellos encontrados durante 1994-2001.

Consideradas de manera individual, las resistencias a ampicilina, estreptomicina,
sulfadiacina, tetraciclina y trimetoprim, asi como la combinacién trimetoprim-sulfametoxazol,
aumentaron durante el periodo 1994-1996. A partir de 1998 empiezan a declinar, de modo que en
2003 so6lo aparecié un aislamiento resistente (en concreto a gentamicina y kanamicina). Las

resistencias a ampicilina, cloranfenicol, gentamicina, kanamicina, estreptomicina, sulfadiacina,

DISCUSION 111



tetraciclina y trimetoprim se encuentran codificadas por los genes blargy, catAl, aac(3)II o
aac(3)IV, aphAl, aadAla o strA/B, sull, tet(B) y dfrAl.

En el caso de S. Ohio, existen pocos estudios previos, al tratarse de un serotipo poco
frecuente, con baja incidencia de resistencia y MDR (Threlfall et al., 2003: White et al., 2003b). Se
han descrito, sin embargo, cepas portadoras de integrones de clase 1 y resistencias a ampicilina,
estreptomicina, sulfadiacina, tetraciclina, trimetoprin y/o cloranfenicol, recuperadas de cerdo y de
agua de rio (Nastasi y Mammina, 2001).

Analizando en conjunto los tres serotipos, destaca el hecho de que en S. Hadar sélo se
detecté un determinante genético por resistencia. En S. Brandenburg y S. Ohio, sin embargo, la
situacién fue diferente, de manera que un mismo fenotipo de resistencia pudo aparecer asociado a
mds de un genotipo. Por ejemplo, la resistencia a estreptomicina, estuvo mediada por strA/B en
S. Hadar, por aadAla en S. Brandenburg y por cualquiera de estos genes en S. Ohio. De la misma
manera, la resistencia a tetraciclina pudo ser atribuida a fef(A) en S. Hadar, fef(B) en S. Ohio y
tet(A) o tet(B) en S. Brandenburg. Ademds, la resistencia a sulfadiacina, no detectada en S. Hadar,
fue debida a sul/l en S. Ohio y a sull junto con sul3 en S. Brandenburg. En este dltimo serotipo, el
mismo perfil fenotipico de resistencia (AMP-CHL-KAN-STR-SUL-TMP-TET) apareci6 asociado
a dos genotipos (perfiles R10 y R12; Tabla 12). En ningun caso se encontré resistencia a beta-
lactdmicos de espectro extendido, aunque ésta ha sido descrita tanto en S. Hadar como en
S. Brandenburg por otros autores (Politi et al., 2005).

Finalmente, la comparacién de los datos obtenidos en el presente estudio para S. Ohio y
S. Hadar con los encontrados en nuestro laboratorio para otros serotipos asociados con aves de
corral puso de manifiesto los siguientes hechos:

= Aunque la MDR fue relativamente alta en S. Panama (24%) y S. Virchow (10%), su
incidencia fue considerablemente inferior a la detectada en S. Hadar (40,5%) y mds
parecida a la observada en S. Ohio (18,2%). Por el contrario, en S. Enteritidis, serotipo
cuyo amplio reservorio animal incluye las aves, no se encontraron fenotipos MDR.

= Al igual que sucedia en S. Hadar, AMP, STR, NAL y TET fueron las resistencias mds
cominmente encontradas en S. Panama y S. Virchow, mientras que en S. Ohio lo fueron

AMP, STR y TET y en S. Enteritidis sélo fueron frecuentes AMP y NAL (Soto et al.,

2000, 2001, 2003a; Martin et al., 2001; Martinez et al., 2005).

= Coincidiendo con los dos serotipos en estudio, la resistencia a ampicilina en otros serotipos
aviares se encontraba codificada por genes blargyv, no habiéndose detectado aislamientos

positivos para blaoxa ni para blapsg (Soto et al., 2001, 2003a; del Cerro et al., 2003).
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= Mientras que en S. Hadar no se encontraron integrones de clase 1, en los otros serotipos
aviares la resistencia a estreptomicina estuvo mediada por genes strA/B y/o aadAla, este
dltimo localizado con frecuencia en integrones de clase 1 (Guerra et al., 2000a; Soto et al.,
2000, 2001; del Cerro et al., 2003; Martinez et al., 2005).

= Aunque en grado menor al registrado en S. Hadar, en S. Panama, S. Virchow y
S. Enteritidis (pero no en S. Ohio), también se observé un aumento significativo de la
resistencia a 4cido nalidixico junto con una disminucién de susceptibilidad a
ciprofloxacino que, como se indicé anteriormente, es la fluoroquinolona de eleccion en el
caso de infecciones invasivas por Salmonella (Martin et al., 2001; Soto et al., 2001,
2003a;). El andlisis de la secuencia de los genes gyrA de los distintos serotipos indicd que
la resistencia a dcido nalidixico se debia fundamentalmente a mutaciones que afectan a los
codones Asp-87 o Ser-83 (del Cerro et al., 2003; Soto et al., 2003a; Martinez et al., 2005).
Sin embargo, las bases genéticas de la disminucién de la susceptibilidad a ciprofloxacino

adn no han sido estudiadas.

4. LoS ELEMENTOS GENETICOS MOVILES IMPLICADOS EN LA RESISTENCIA A

ANTIMICROBIANOS EN LOS SEROTIPOS DE SALMONELLA BAJO ESTUDIO

La asociacién de un sistema de captura y expresion de genes con elementos dotados de
movilidad vertical y horizontal presenta una gran importancia en el flujo natural de genes-R, sobre
todo teniendo en cuenta que en numerosas ocasiones se han descrito pldsmidos conjugativos de
amplio rango de hospedador portadores de transposones e integrones. La transferencia horizontal es
de especial interés en patdgenos humanos y animales, entre los que destacan los causantes de
zoonosis y los de transmision alimentaria, como Salmonella. De hecho, dentro de este género se
han detectado diferentes tipos de integrones de clase 1 asociados a transposones tipo Tn2/, de
ubicacion tanto cromosémica como plasmidica (Liebana et al., 2002; Pérez-Moreno et al., 2005;
Villa y Carattoli, 2005; Antunes et al., 2006), siendo de sefialar los encontrados por nuestro grupo
de trabajo en aislamientos del Principado de Asturias (Guerra ef al., 2001, 2002, 2004a; Soto et al.,
2001, 2003a, b; Rodriguez et al., 2006a, b).

Cabe destacar que en ninguno de los aislamientos del serotipo Hadar se detectd la presencia
de integrones, mientras que todos los aislamientos MDR de S. Brandenburg y S. Ohio presentaron
un integrén de clase 1 que contenia los genes dfrAl y aadAla en su region variable de 1600 pb.
Los integrones con esta RV estdn ampliamente distribuidos en S. enterica, encontrdndose con
anterioridad en aislamientos de diferentes serotipos recogidos en distintos paises, a partir de

muestras clinicas, animales y/o de alimentos de origen animal (Guerra et al., 2000a; Soto et al.,
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2001, 2003a; Daly et al., 2004; Pezzella et al., 2004; Nogrady et al., 2005; Miko et al., 2005;
Antunes et al., 2005). Sin embargo, su estructura raramente ha sido analizada en detalle (Daly et
al., 2005).

Los integrones de S. Brandenburg y S. Ohio caracterizados en el presente trabajo se
encuentran insertados en transposones de la subfamilia Tn2/ (Liebert et al., 1999). Los miembros
de esta subfamilia comparten la misma maquinaria de transposicién y portan un integrén de clase 1,
pero se diferencian en el tipo y/o nimero de casetes génicas contenidas en el integrén (aadAl en
In2 de Tn21/), la presencia o no de un operdn mer intacto y la asociacién o no a secuencias de
insercidn y/o transposones adicionales.

La figura 48 muestra un modelo de evolucién de la subfamilia Tn2/ (Brown et al., 1996;
Liebert et al., 1999), que probablemente se origind a partir de un transposdén ancestral que conferia
resistencia a mercurio (equivalente al Tn26/3 actual). El miembro mds antiguo del grupo es
Tn2411, descubierto en el plasmido R1 de S. Paratyphi, en el Reino Unido (Kopecko et al., 1976).
Este transposén contiene un integréon con la casete aadAl y porta, ademds, la secuencia de
insercion IS/326. Por su parte, Tn2/ fue detectado por primera vez en Jap6n dentro del plasmido
NR1 de Sh. flexneri y podria derivar de un elemento ancestral equivalente a Tn241], por
adquisicion de una segunda secuencia de insercion (IS7/353). Por el contrario, la escision de IS71326
habria originado una rama diferente de transposones que carecen de ambas secuencias de insercion.
En esta rama se incluyen los transposones Tn2608 y Tn5086, cuyos integrones contienen las
casetes aadAl y dfrA7, respectivamente.

Los transposones encontrados en S. Brandenburg y S. Ohio en este trabajo podrian derivar
de Tn2608 por insercién de la casete dfrAl. En algunos aislamientos de S. Brandenburg la pérdida
de 1S1326 estuvo aparentemente acompafiada de una delecién que afectd al extremo 3’ del gen
tmiBA1, manteniéndose intacto el gen tniA, cuya asociacién con orf5 y con el operén mer pudo ser
demostrada (In-SH1). En el caso de S. Ohio y de los restantes aislamientos de S. Brandenburg la
escision de IS/326 también irfa asociada a una delecién que afecté no sélo al gen tmiBAl sino
también a tniA, ocurriendo ademds (simultineamente o en una etapa diferente), la insercién de
ADN adicional (In-SH2 e In-Sol). Esto dltimo puede deducirse de la imposibilidad de asociar urf2
(gen de funcién desconocida que precede al operdn mer en transposones de tipo Tn2/) con orf5 del
integrén, a pesar de que ambos genes se encuentran presentes. Cuatro de los seis elementos de
S. Ohio con esta tultima estructura contienen ademds una delecién en el gen tnpA que codifica la

transposasa de Tn2/.
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Figura 48. Evolucién de los integrones de clase 1 a partir de un transposén de tipo Tn402 (A) y de los
transposones de la subfamilia Tn27 (Brown et al., 1996; Liebert et al., 1999), incluyendo en el esquema los

detectados en esta tesis para S. Brandenburg y S. Ohio (B)

DISCUSION 115



Como se ha descrito previamente para otros miembros de la subfamilia Tn2/ (Liebert et
al., 1999), todos los elementos de este tipo caracterizados en esta tesis pertenecientes a
S. Brandenburg y dos de los encontrados en S. Ohio (aislamientos LSP191/98 y LSP26/01) estdn
insertados en un transposon de tipo Tn9, que aporta el gen catAl, que confiere resistencia a
cloranfenicol. Sin embargo, en cuatro aislamientos de S. Ohio sensibles a cloranfenicol
(LSP131/96, LSP199/96, LSP557/96 y LSP209/98) no se detectaron las secuencias utilizadas como
indicadoras de Tn9 (IS/ y catAl) y se puso de manifiesto, ademds, la existencia de una delecidn en
el gen tnpA que codifica la transposasa de Tn2/.

En aislamientos de S. Brandenburg y S. Ohio, el gen fe#(B) de resistencia a tetraciclina se
encuentra asociado a transposones de tipo Tn/0, mientras que en aislamientos de S. Brandenburg
portadores del gen tet(A), este se localiza en transposones de tipo Tn/72/. Tnl721 ya habia sido
detectado con anterioridad formando parte de pldsmidos conjugativos en varios serotipos de
Salmonella procedentes de diferentes muestras. La mayoria de los genes tet(A) han sido descritos
dentro de una versién delecionada del Tn/721 que carece de la regién izquierda, incluyendo los
genes mcp, tnpR y tnpA (Frech y Schwarz, 1999; Pezzella et al., 2004). En un aislamiento de
S. Typhimurium, resistente a tetraciclina y ampicilina, la regién derecha del Tn/72/ delecionado
que aporta los genes tet(A) y tetR, se encontrd anclada al transposén Tn3, que proporciona el gen
blatgy.13s (Pasquali et al., 2005). Sin embargo, el transposon de tipo Tn/721 encontrado en los
aislamientos de S. Brandenburg caracterizados en este trabajo, contiene intactos los brazos derecho
e izquierdo, pero presenta alteraciones en la regién central, ya que no conseguimos asociar los
genes tnpA y tetR. También se encontraron alteraciones en los transposones de tipo Tn/0 de
S. Brandemburg y S. Ohio, donde no fue posible amplificar los genes fetD y tetC, ni asociar los
genes tet(B) y tnpR. De hecho, la presencia de este ultimo ni siquiera pudo ser demostrada. En el
plasmido pHCM1 del serotipo Typhi, la insercién de diferentes genes de resistencia (catl, blargy.1,
sulll, strA/B) mediada por ISs provocé la interrupcién del gen tetC y la perdida de tetD (Parkhill et
al., 2001). En S. Brandemburg y S. Ohio, los resultados obtenidos apoyan la insercion de ADN
adicional, que pudo haber acompafiado a la delecién (total o parcial) de tetC y tetD. De manera
similar se justificarfa la posible insercién de ADN adicional entre los genes tnpA y tetR del
transposén Tn/721 de S. Brandenburg, cuya asociacién tampoco pudo ser establecida.

Por otro lado, todos los aislamientos MDR de S. Brandenburg presentaron dos genes
diferentes de resistencia a sulfonamidas: su/l/ (como parte integral del integron de clase 1) y sul3.
Este dltimo fue descrito por primera vez en cepas de E. coli aisladas de cerdo en Suiza (Perreten y
Boerlin, 2003) y desde entonces ha sido encontrado también en distintos serotipos de Salmonella,

procedentes de diversas fuentes, en Alemania y Portugal. (Guerra et al., 2004b; Antunes et al.,
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2005). Igual que sucede con los aislamientos de S. Brandenburg analizados en este trabajo, una
cepa de S. Typhimurium aislada en Portugal presentaba los genes sul// y sul3 junto con un integron
de clase 1 con la regién RV de 1600 pb/dfrAl-aadAl. Todos los aislamientos de S. Ohio resistentes
a sulfonamidas (17 en total) contenian el gen sul/, aunque sélo en seis de ellos éste se localiz6 en el
integrén de clase 1, junto con los genes aadAla y dfrAl responsables de la resistencia a
estreptomicina y trimetoprim.

En los aislamientos MDR de S. Brandenburg todos los genes de resistencia, a excepcion del
aac(3)-1V (perfil R12), asi como el integrén y transposones detectados, se localizaron en plasmidos
conjugativos (pUO-SbR1-pUO-SHRS) de gran tamafio (entre 200 y 300 Kb). Considerando la alta
heterogenicidad genémica de este serotipo, parece l6gico asumir que la transmisidn horizontal de
estos plasmidos ha desempefiado un papel esencial en la diseminacién de las resistencias. En
aislamientos MDR de S. Ohio (perfiles R9 a R11) también se encontraron pldsmidos de tamaiio
relativamente grande (pUO-SoR1-pUO-SoR4; entre 145 y 190 Kb). Sélo dos de ellos (pUO-SoR3 y
pUO-SoR4) pudieron ser transferidos a E. coli mediante conjugaciéon y ninguno mediante
transformacién. En los dos plasmidos conjugativos se comprobd la presencia de todos los genes de
resistencia, el integréon de clase 1 y los transposones detectados en los aislamientos portadores
(LSP191/98 y LSP26/01, respectivamente). Ademds, mediante experimentos de hibridacion, se
comprobd que en todas las cepas portadoras de integrones, éstos se localizan en los pldsmidos
identificados. Es interesante destacar que, aunque todos los pldsmidos conjugativos portadores del
integrén en cepas de S. Brandenburg positivas para fef(B), transfirieron la casete aadAla a E. coli,
la bacteria receptora no manifesté el fenotipo de resistencia a estreptomicina. Aunque por el
momento no tenemos explicacién para este resultado, la expresion diferencial de aadAl,
dependiente del hospedador, ya habia sido observada por otros autores. Por ejemplo, esta casete
presente en un integron de S. Newport, que también contenfa dfrAl, no confirid resistencia a
estreptomicina en el aislamiento portador, pero si en E. coli, una vez trasferida por conjugacién
(Zhao et al., 2003).

Cabe destacar, ademds, que estudios previos de nuestro laboratorio ya habian revelado la
presencia de grandes pldsmidos, portadores de integrones de clase 1 con la regiéon RV de
1600 pb/dfrAl-aadAl, en los serotipos Wien y Typhimurium (Soto et al., 2003b; I. Rodriguez,
comunicacién personal). En el futuro, estos pldsmidos serdn comparados con los encontrados en
S. Brandemburg y S. Ohio.

Como se comentd anteriormente, los aislamientos de S. Hadar analizados en este trabajo no
contenian integrones. Sin embargo, si se detectaron en ellos distintos pldsmidos de resistencia, cuyo

tamafio fue inferior (9 a 95 Kb) al de los encontrados en S. Ohio y sobre todo en S. Brandenburg.
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Cuatro de ellos (pUO-SER2 a pUO-SERS) fueron conjugativos, mientras que pUO-SiR1 (de 9 Kb)
s6lo pudo ser transferido a E. coli bien mediante transformacién, o bien movilizado por pUO-ShRS5
(95 Kb). Todos estos plasmidos contenian el gen blargy, que confiere resistencia a ampicilina y
cefalotina. Ademads, pUO-ShR3, presente en el tnico aislamiento resistente a trimetroprim
(LSP186/98), portaba el gen dfrAl y pUO-ShRS5 (LSP481/01) los genes aac(3)-1V y strA/B de

resistencia a gentamicina y estreptomicina.

5. APORTACIONES DE LAS DIFERENCIAS EN LOS PERFILES DE GENES DE

VIRULENCIA EN SALMONELLA

Los estudios llevados a cabo en el marco de esta tesis mostraron que en cuanto a virulencia,
las variaciones inter-serotipo e intra-serotipo estin muy limitadas. La mayoria de los genes
rastreados se encontraron en todos los aislamientos analizados y las unicas diferencias afectaron a
los genes agfA (fimbrias), sugR y rhuM (SPI3), pipA (SPIS), sopE (efector), sodCI (resistencia al
estrés oxidativo) y sefD (fimbrias). Estas diferencias permitieron establecer cinco perfiles V, con
s6lo uno (en el caso de S. Ohio) o dos (S. Hadar y S. Brandenburg) por serotipo.

De acuerdo con la informacién disponible (Rotger y Casadesus, 1999; van Asten y van
Dijk, 2005), en ninguno de los tres serotipos se detecté un pldsmido de virulencia, mientras que
todos los aislamientos analizados portaban secuencias correspondientes a las cinco SPIs
cromosémicas. No obstante, el serotipo Brandenburg presenta una delecion en SPIS, al no
encontrarse el gen pipA, mientras que los serotipos Hadar y Ohio contienen deleciones en SPI3,
con ausencia de los genes sugR y rhuM en el primero y restringida a parte del gen sugR en el
segundo. La amplificacion del gen sugR de S. Ohio generd un fragmento de tamafio muy inferior al
esperado. La secuenciacion y posterior comparacion de la secuencia obtenida con las depositadas
en las bases de datos mostré una delecién interna, que afecta a 515 pb localizadas entre las
posiciones 522-1036 del gen sugR de S. Typhimurium (AF106566). Este mismo resultado habia
sido obtenido por Amavisit et al. (2003) al analizar las variaciones en las SPIs de aislamientos de
S. enterica pertenecientes a 13 serotipos diferentes, entre ellos tres cepas de S. Ohio. Es interesante
destacar que la regién de S. Typhimurium delecionada en S. Ohio se encuentra flanqueada por
repeticiones directas imperfectas: cagcgccttttc/cagcgce-atttc. Por ello, la delecion del gen sugR del
serotipo Ohio podria atribuirse a un proceso de recombinacién entre dichas repeticiones, sobre todo
teniendo en cuenta la presencia de la secuencia cagcgc-atttc en el punto donde ocurri6 la delecién
(Fig. 49). La recombinacién entre secuencias repetidas en orientaciéon directa es un proceso

frecuente, capaz de generar importantes alteraciones en la estructura de los genomas.
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Figura 49. Delecion genémica por recombinacidn entre secuencias repetidas directas

En cuanto a los genes no agrupados en islas, todos los aislamientos del serotipo Ohio se
caracterizaron por la presencia de sodCI y sefD (que no se encontraron en los otros serotipos) y la
ausencia de sopE. La presencia de este ultimo gen mostrd variaciones intra-serotipo, encontrandose
en el 90,5% de los aislamientos de S. Hadar, pero no en el 94,6% de los aislamientos de
S. Brandenburg. Ademads, caracteristica de S. Hadar es la ausencia del gen agfA, presente en los
otros dos serotipos.

Finalmente, a pesar de que tanto S. Brandenburg como S. Hadar presentaron dos perfiles-V,
no se encontrd una correlacion entre éstos y la capacidad de originar infecciones extraintestinales.
Asi, los dos aislamientos de S. Brandenburg implicados en este tipo de infecciones presentaron el
perfil de virulencia mayoritario (V3), no diferencidndose, por tanto, del 94% de los aislamientos
que s6lo provocaron gastroenteritis aguda. En el caso de los tres aislamientos de S. Hadar asociados
a infecciones focales, uno de ellos mostré el perfil V1 (mayoritario) y dos el perfil V2, al igual que
otros seis aislamientos no implicados en infecciones extraintestinales. Esta falta de correlacion
entre las diferencias minoritarias encontradas a nivel de genes de virulencia y las consecuencias de
la infeccién, no difiere de los datos obtenidos con anterioridad para otros serotipos no tifoideos de
S. enterica en nuestro laboratorio (del Cerro et al., 2003; Herrero et al., 2006; Rodriguez et al.,
2006d; Soto et al., 2006). En Salmonella, al igual que en muchas otras bacterias patogenas, la
virulencia es un proceso multifactorial, que requiere la actuacién de un gran nimero de genes,
muchos de los cuales son redundantes (Marcus et al., 2000). Por ello, la mutacién o delecién de
uno de ellos, no siempre se traduce en un efecto manifiesto. Ademds, la presencia de un gen de
virulencia en una bacteria, no implica necesariamente que éste se exprese en un determinado
hospedador y/o en determinadas condiciones (Streckel et al., 2004; Rahman, 2006). Por dltimo, hay
que tener presente que el desarrollo de la enfermedad no s6lo depende de la bacteria, sino también
del estado del hospedador, que puede condicionar en gran medida la gravedad de la patologia

desarrollada (Hohmann, 2001).
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1. La amplificacién mediante PCR de secuencias aleatorias (RAPD) y el anélisis de
macrorrestriccién gendmica, seguida de electroforesis en campo pulsante (PFGE), son métodos de
valor probado en la tipificacion de Salmonella. El primero, mds rdpido y econémico, presentd sin
embargo problemas de amplificacién de bandas no constantes, lo que dificulté la interpretacién de
resultados, y una baja discriminacion intra-serotipo. Por el contrario, la macrorrestriccion con Xbal
y/o Binl resulté altamente reproducible, los perfiles obtenidos fueron facilmente interpretables, y

permitié una buena diferenciacién inter- e intra-serotipo.

2. La utilizacién de técnicas de tipificacion, junto con la determinacién de los perfiles de
resistencia a antimicrobianos y de virulencia, permitié identificar los tipos genémicos de S. Hadar,
S. Brandenburg y S. Ohio, que circularon en el Principado de Asturias durante el periodo 1991-
2005. Se determiné cuales de ellos eran endémicos, cuales esporddicos y cuales estuvieron

implicados en brotes.

3. En el estudio de sensibilidad a antimicrobianos:

a) Se detectd un fuerte incremento de la resistencia a dcido nalidixico acompafiada de una
disminucién en la susceptibilidad a ciprofloxacino en el serotipo Hadar, caracteristicas compartidas
por el 100% de los aislamientos del periodo 1999-2003. Solamente un aislamiento del serotipo
Brandenburg presentd este fenotipo que, sin embargo, no fue observado en ninguno del serotipo
Ohio.

b) En el serotipo Ohio se detecté un predominio de aislamientos sensibles (65%) y un
porcentaje relativamente bajo de aislamientos con resistencia a multiples drogas (18%). Por el
contrario, s6lo el 14% de los aislamientos del serotipo Hadar fueron sensibles a todos los
antimicrobianos ensayados, y el 40% fueron multirresistentes. En el serotipo Brandenburg la
situacion fue intermedia, ya que el 43% de los aislamientos fue sensible y el 32% multirresistente.

c) En los tres serotipos estudiados las resistencias individuales encontradas con mayor
frecuencia fueron ampicilina, estreptomicina y tetraciclina. En los serotipos Brandenburg y Ohio
también se observé una elevada incidencia de resistencia a sulfadiacina y trimetroprim, mientras

que s6lo un aislamiento del serotipo Hadar fue resistente a trimetoprim y ninguno a sulfadiacina.

4. Destaca la ausencia de integrones en el serotipo Hadar, y su presencia en aislamientos
multirresistentes de los serotipos Brandenburg y Ohio. Todos los integrones detectados
compartieron la misma regién variable (1600 pb/dfrAl-aadAl) y los genes sull-qacEAI de la

regién constante 3’, aunque se observaron diferencias en otros componentes (genes tniA-tniBA1).
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5. Los integrones formaron parte de transposones de la subfamilia del Tn2/, con dos
estructuras diferentes en el caso de S. Brandenburg, una de las cuales fue similar a la tnica
detectada en S. Ohio. Ademds, en los aislamientos resistentes a cloranfenicol, estos transposones se
encuentran flanqueados por secuencias del Tn9. Otros transposones identificados fueron del tipo
Tnl/0, tanto en aislamientos de S. Brandenburg como de S. Ohio portadores del gen tet(B), y

Tnl721, sélo en aislamientos S. Brandenburg positivos para el gen tet(A).

6. En los tres serotipos se identificaron pldsmidos de resistencia de gran tamaifio, mediante
digestion con nucleasa S1, electroforesis en campo pulsante e hibridacién con sondas especificas
para genes-R. La mayorfa fueron conjugativos y, frecuentemente, codificaron la totalidad del
fenotipo-R del aislamiento portador. En los serotipos Brandenburg y Ohio, los plasmidos de
resistencia contenian también el integrén y distintos transposones. Estos pldsmidos son de nueva

descripcion.

7. Los aislamientos analizados se distribuyeron en cinco perfiles de virulencia: dos en S.
Hadar, dos en S. Brandenburg y uno en S. Ohio. Cada serotipo presentd al menos un perfil-V
caracteristico, aunque s6lo se encontraron pequeiias diferencias intra-serotipo. La mayoria de éstas
ocurrieron en las regiones menos conservadas de las islas de patogenicidad 3 y 5, o afectaron a la
presencia o ausencia de cuatro genes: dos de ellos implicados en la produccién de fimbrias, uno de
codificaciéon fagica y otro relacionado con resistencia al estrés oxidativo. En ninguno de los

aislamientos analizados se encontraron plasmidos de virulencia.
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Anexo I. Caracteristicas epidemioldgicas de los aislamientos de Salmonella

Tabla L.a. Serotipo Hadar

DATOS DEL AISLAMIENTO DATOS DEL PACIENTE EP Ig;"fi/IEIGOgggl CA
Neref  AislL/ANO MES AﬁfA MUESTRA SEXO zDﬁﬁﬁ CA/BROTE
H1 64/95 marzo v heces H 60 CA
H2 65/95 febrero v heces H 1 CA
H3 225/95 julio v heces H 30 CA
H4 318/95 agosto \% heces H 43 CA
H5 336/95 agosto v heces H 34 CA
Hé6 374/95 agosto I heces H 58 CA
H7 389/95 agosto v heces M 15 CA
HS8 390/95 septiembre v heces M NC 1 BF/2
HO 391/95 septiembre A% heces H NC 1 BF/2
H10 501/95 noviembre \% heces M 28 CA
HI11 505/95 noviembre \% heces H 4 CA
HI12 562/95 diciembre \'% heces H PD CA
HI13 578/95 diciembre \'% heces M 53 CA
H14 40/96 febrero VIII heces H NC CA
H15 175/96 junio \Y heces H 21 CA
H16 224/96 julio \% heces H 1 CA
H17 248/96 julio \% heces H NC CA
H18 250/96 julio \% heces M 3 CA
H19 310/96 agosto I heces M NC CA
H20 444/96 octubre \'% heces M NC CA
H21 542/96 diciembre 1 heces H 0,6 CA
H22 543/96 diciembre III heces M 3 CA
H23 9/97 enero \'% heces H NC CA
H24 12/97 febrero I heces M 3 CA
H25 28/97 marzo \% heces H 7 CA
H26 153/97 septiembre I heces M 5 CA
H27 282/97 septiembre \% heces M 8 CA
H28 295/97 septiembre \Y heces H NC CA
H29 334/97 octubre I heces H 11 CA
H30 343/97 octubre \'% heces H 69 CA
H31 414/97 noviembre v heces M 65 CA
H32 23/98 enero Vv heces M 0,4 CA
H33 113/98 abril v heces H 52 CA
H34 156/98 mayo I heces H 42 CA
H35 175/98 junio I heces H 48 CA
H36 186/98 junio I heces H 49 CA
H37 217/98 julio \Y heces M 1 CA
H38 247/98 julio v heces H 41 CA
H39 281/98 agosto v heces M 2 CA
H40 369/98 agosto A% heces M 28 CA
H41 419/98 septiembre I heces H 69 CA
H42 448/98 octubre A% heces H 12 CA
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Tabla L.a. Serotipo Hadar (continuacion)

DATOS DEL AISLAMIENTO DATOS DEL PACIENTE ., CATEOORI,
N°ref.  Aisl/ANO MES AI;iA MUESTRA SEXO iz‘:ﬁ CA/BROTE
H43 509/98 noviembre I heces H NC CA
H44 515/98 noviembre il orina M 18 CA
H45 522/98 noviembre \% heces H 13 CA
H46 543/98 diciembre A% heces M 28 CA
H47 15/99 enero v heces M 75 CA
H48 25/99 febrero III heces H 1 CA
H49 27199 febrero I heces H NC CA
H50 32/99 febrero v heces M CA
H51 44/99 marzo v heces H CA
H52 58/99 marzo \% heces M 10 CA
H53 90/99 abril I heces H PD CA
H54 252/99 julio v heces M 30 CA
HS55 274/99 julio v heces H 23 CA
H56 304/99 agosto v heces M 0,08 CA
H57 342/99 agosto v heces M PD CA
H58 345/99 agosto A% heces H 44 CA
H59 379/99 septiembre \' heces M 0,5 CA
H60 66/00 marzo I heces M 7 CA
H61 103/00 mayo I AB M 77 CA*
H62 112/00 junio 1 heces H 72 CA
H63 125/00 julio 1 heces M 77 CA®
Ho4 165/00 julio v heces H 55 CA
H65 226/00 julio 1 heces M 89 CA
H66 618/00 diciembre \% heces M 33 CA
H67 (24/01) enero \% heces M 80 CA
H68 39/01 febrero 1 heces M 70 CA
H69 59/01 marzo v heces M 79 CA
H70 102/01 abril 1 heces M 35 CA
H71 103/01 abril v heces M NC CA
H72 124/01 mayo A\ heces H 09 CA
H73 183/01 junio A% heces H 1 CA
H74 185/01 junio v heces M 4 CA
H75 336/01 agosto v heces M NC CA
H76 428/01 septiembre v heces H 69 CA
H77 481/01 septiembre v heces M 29 CA®
H78 483/01 septiembre v orina M 29 CA®
H79 529/01 septiembre VI heces H 41 CA
H80 215/02 junio A% heces M 34 CA
H81 278/02 julio v heces H 70 CA
H82 550/03 enero v heces H 12 CA
H83 23/04 enero v heces M 9 CA
H84 327/04 julio I heces H 50 CA

a, aisladas de un mismo paciente con un intervalo de dos meses

NC, no consta

CA, caso aislado

AB, abceso

1 BF, brote familiar

b, aisladas de un mismo paciente

PD, pediétrica
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Tabla Lb. Serotipo Brandenburg

DATOS DEL AISLAMIENTO DATOS DEL PACIENTE ., CATPOOKIA
Neref  Aisl/ANO MES AﬁfA MUESTRA SEXO (EaDﬁ/:f)) CA/BROTE

Bl 493/93 noviembre I heces H 1 CA*
B2 497/93 diciembre III heces H 1 CA*
B3 8/95 enero v heces M 12 CA
B4 9/95 enero v heces M 54 CA
B5 24/95 enero v heces M 18 CA
B6 190/95 junio v heces H CA
B7 202/95 junio I heces H CA
B8 203/95 junio v heces M NC CA
B9 379/95 septiembre I heces H 65 CA
B10 527/95 noviembre v heces M 4 CA
B11 579/95 diciembre v AR CA
BI12 331/96 agosto \Y heces M 2 CA
B13 19/97 febrero I heces M 92 CA®
B14 20/97 febrero I heces M 92 CA®
BIS 136/97 junio \% heces M NC CA
Bl6 227197 agosto I AB H 56 CA
B17 338/97 octubre \'% heces M 2 CA
B18 407/97 noviembre \'% heces M 1 CA
B19 545/98 diciembre \'% heces M 70 CA
B20 52/99 marzo \'% heces H 7 CA
B21 26/00 febrero v carne CA
B22 385/00 septiembre v heces M NC 2 ND
B23 396/00 septiembre v heces M NC 2 ND
B24 422/00 septiembre v heces M NC 2 ND
B25 423/00 septiembre \Y heces H NC 2 ND
B26 483/00 septiembre \Y heces M 66 2ND
B27 484/00 septiembre \Y heces H NC 2ND
B28 487/00 septiembre \Y heces M 11 2 ND
B29 490/00 septiembre v heces H 3 2 ND
B30 571/00 octubre v heces M 42 2 ND
B31 145/01 junio v heces M 87 CA
B32 662/01 noviembre v carne CA
B33 37/02 enero v heces H 57 CA
B34 125/02 abril v heces M 1 CA
B35 272/02 junio v heces H 63 CA
B36 8/04 enero \'% heces M CA
B37 34/05 marzo VI orina H CA

a, aisladas de un mismo paciente en dos meses sucesivos

b, aisladas de un mismo paciente

NC, no consta CA, caso aislado AR, agua residual AB, Abceso

2 ND, brote probablemente de tipo comunitario, oficialmente no registrado.
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Tabla I.c. Serotipo Ohio

DATOS DEL AISLAMIENTO DATOS DEL PACIENTE ~, CATEOORIA
N°ref.  Aisl/ANO MES AﬁfA MUESTRA SEXO faDﬁIzs CA/BROTE
01 811/91 octubre 111 heces H 0,6 CA*
02 852/91 noviembre 1 heces H 0,7 CA?
03 908/91 diciembre 1 heces H 0,8 CA*
04 011/92 enero 111 heces H 0,9 CA*
05 138/92 julio I heces H 51 CA
06 012/93 enero 111 heces M 2,5 CA
o7 229/93 julio v heces H 46 CA
08 264/93 julio \% heces M NC CA
09 50/94 febrero v heces H 42 CA
010 139/94 mayo v heces M 0,8 CA
011 309/94 agosto I heces H 45 CA
012 325/94 septiembre 111 heces M 0,3 CA
013 334/94 septiembre I heces M 3 CA
O14 336/94 septiembre I heces M 2 CA
O15 386/94 octubre I heces H NC CA
ol16 461/94 noviembre VII AR - - CA
017 127/95 mayo \% heces H 0,1 3 BF/3"
018 170/95 mayo \% heces H 1 3 BF/3
019 302/95 agosto \Y heces H 0,4 3 BF/3"
020 489/95 noviembre VIII heces M 85 CA
021 570/95 diciembre I heces H 4 CA
022 131/96 mayo v heces H NC CA
023 199/96 junio \% heces M NC CA
024 557/96 agosto v heces M 67 CA
025 34/98 febrero \ heces M 0,7 CA®
026 72/98 marzo \ heces M 0,8 CA®
027 74/98 marzo \'% heces H 1 CA
028 75/98 marzo v heces M 53 CA
029 90/98 marzo v heces M 0,5 CA
030 163/98 junio \% heces H PD CA
031 191/98 junio v heces M 2 CA
032 209/98 junio v heces H 0,9 CA
033 267/98 agosto 11 heces H 0,6 CA
034 358/00 agosto v heces H 0,1 CA
035 26/01 febrero v heces H 1 CA
036 301/01 agosto v heces H 13 CA
037 592/01  septiembre VI heces H 41 CA
038 68/02 febrero v heces M 2 CA
039 148/02 abril v heces M 1.4 CA
040 408/02 junio v heces M NC CA
041 6/03 enero v heces H 30 4ND
042 7/03 enero v heces M NC 4 ND
043 9/03 enero Il heces H 29 4 ND
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Tabla I.c. Serotipo Ohio (continuacion)

DATOS DEL AISLAMIENTO DATOS DEL PACIENTE , CATFOOKIA
N ref. Aisl/ANO MES AI;iA MUESTRA SEXO ZDﬁIzs CA/BROTE

044 10/03 enero I heces H 2 4 ND
045 14/03 enero v heces H 80 CA

046 19/03 enero v heces M 3 4 ND
047 20/03 enero v heces H 25 4 ND
048 21/03 enero A% heces M 74 4 ND
049 26/03 enero VI heces M 6 4 ND
050 27/03 enero VI heces M 74 4 ND
051 40/03 enero VI heces M 13 4 ND
052 135/03 enero v heces M 69 4 ND
053 550/03 agosto v heces H 12 CA

054 705/03 agosto v heces M 63 CA

055 290/05 septiembre v heces H 1 CA

a, aisladas de un mismo paciente en cuatro meses sucesivos

b, aisladas de un mismo paciente con un intervalo de tres meses

¢, aislamientos del mismo paciente en dos meses consecutivos

AR, agua residual NC, no consta CA, caso aislado

3 BF, brote familiar 4 ND, brote probablemente de tipo comunitario, oficialmente no registrado.

PD, pediétrica
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Anexo II. Oligonucleétidos empleados en este trabajo

Tabla IL.a. Genes de resistencia a antimicrobianos

i i6 Antibiotico/ icé
Familia Mecanismo (%e accion .. Secuencia 5°-3° Tm Amplicén Referencia
0 proteina Iniciadores (pb)
- AP-CB/ CGCTTCCCGTTAACAAGTAC/ Sandvang et
carbecinilasa 65 419
» pse-l CTGGTTCATTTCAGATAGCG al., 1997
3
é inil. AP-OX/ AGCAGCGCCAGTGCATCA/ 60 708 Guerra et al.,
g oxacintlasa oxa-1 like ATTCGACCCCAAGTTTCC 2000a
<
) Arlet y
Q. TTGGGTGCACGAGTGGGT/
B-lactamasa AP/ tem 55 503 Phillippon,
TAATTGTTGCCGGGAAGC 1991
. GM-NN-KN/ ATTCGAAAACTCGGAGTC/ Guerra/
N-acetil transferasa 55 800
aac(3)-11 CGGAGTGGCTCCGAAGTG (X51534)
N il transferasz GM-NN-KN/ GTTACACCGGACCTTGGA/ 55 675 Guerra et al.,
“acelil transterasa aac(3)-1V AACGGCATTGAGCGTCAG 2001
4 KM/ AAACGTCTTGCTCGAGGC/ Frana et al.
o) ~ s
:E O-fosfotransferasa aphAl-IAB CAAACCGTTATTCATTCGTGA >3 500 2001
g -
= Este trabajo
) S/ strA4F/ AAAATCGCACCTGCTTCCC/ ALS13383
E O-fosfotransferasa 60 669 ( )
< 2R CCAATCGCAGATAGAAGGC Madsen et al.,
2000
ATCGTCAAGGGATTGAAACC/
O-fosfotransferasa S/ strB3F/3R 60 509 Madsen et al.,
GGATCGTAGAACATATTGGC 2000
GTGGATGGCGGCCTGAAGCC/
O-adeniltransferasa S-SP/ aadA 70 526 Sandvang et
ATTGCCCAGTCGGCAGCG al., 1997
TP/ GTGAAACTATCACTAATGG/ 4
DHFR-Ia reductasa . 55 473 Guerra et al.,
o dhfrAl-like CCCTTTTGCCAGATTTGG 2000a
= ACTCGGAATCAGTACGCA/
£ DHFR-XII reductasa TP/ dhfrAl2 55 462 Guerra et al.,
= GTGTACGGAATTACAGCT 2001
°
ot . y CTTCGATGAGAGCCGGCGGC/ Sandvang et
E DHPS-I sintetasa SD/ sull GCAAGGCGGAAACCCGCGEE 65 436 al., 1997
:_'.: . . TCAACATAACCTCGGACAGT/ Chu et al.,
E DHPS-II sintetasa SD/ sulll GATGAAGTCAGCTCCACCT 55 707 2001
- . GAGCAAGATTTTTGGAATCG/CATC Perreten y
DHPS-III sintetasa SD/ sul3 TGCAGCTAACCTAGGGCTTTGGA 50 700 Boerlin, 2003
—_ . PN S CCACCGTTGATATATCCC/ Guerra et al.,
.§ CHL-acetiltransferasa CM/ catA COTGCCACTCATCGCAGT 60 623 2001
=1
5 Prot. Exportadora TGTCATTTACGGCATACTCG/ Guerra et al.,
g CML CM/ cmiA ATCAGGCATCCCATTCCCAT >3 435 2001
=]
o o CM-FLOR/ CACGTTGAGCCTCTATAT/
Prot. Exportadora FLO flo-R ATGCAGAAGTAGAACGCG 55 868 Ng et al., 1999
Prot. Exportadora GCTACATCCTGCTTGCCT/
g TET-A Tl ter(A) CATAGATCGCCGTGAAGA >3 210 Ng etal., 1999
35 TTGGTTAGGGGCAAGTTTTG/
2 Prot. Exportadora Te/ tei(B) 55 659 Ng et al., 1999
g TET-B GTAATGGGCCAATAATACCG
(5]
GCTCGGTGGTATCTCTGC/
= Prot. Exportadora Te/ tet(G) 55 500 Ng et al., 1999
TET-G AGCAACAGAATCGGGAAC
ADN-girasa subunidad ~ NAL/fluorq. AAATCTGCCCGTGTCGTTGGT/ 55 343 Vila et al.,
§ A gyrA GCCATACCTACGGCGATACC 1995
% ADN-girasa subunidad =~ NAL/fluorq. CTCCTCCCAGACCAAAGACA/ 55 447 Vila et al.,
g B gyrB TCACGACCGATACCACAGCC 1994
54 Topoisomerasa IV NAL/fluorq. AAACCTGTTCAGCGCCGCATT/ 55 291 Vila et al.,
subunidad C parC GTGGTGCCGTTAAGCAAA 1995
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Tabla ILb. Integrones y transposones

* Utilizado conjuntamente con: a) Is10-F; b) tetR-F

Funciéon .
EGM Iniciadores Secuencia 5°-3” Tw Amplicén Referencia
(gen) (pb)
TGCGGGTYAARGATBTKGATTT/ i
Ir}tc?grasgs Hep-35/36 55 491 White et al.,
genéricas (intl) CARCACATGCGTRTARAT 2001
Integron o CGGGATCCCGGACGGCATGCACGATTTGT ) White ef al.,
clase2 ~ Region variable  Hep-74/51 A/GATGCCATCGCAAGTACGAG 55 variable 2001
Regi6n GGCATCCAAGCAGCAAG/ 6
¢ 5°CS/3°CS 55 variable ~ evesqueeral,
variable AAGCAGACTTGACCTGA 1995
Integrasa 1 GCCTTGCTGTTCTTCTAC/
fiegrasa Intl1-F/B 55 558 Ng et al., 1999
(intI]) GATGCCTGCTTGTTCTAC
R-Amonio ATCGCAATAGTTGGCGAAGT/ Sand I
cuaternario QacEAI-F/B 60 226 andvang ef al.,
CAAGCTTTTGCCCATGAAGC 1997
— (gacEAI)
[}
g ORF ATGCACGACGCTGCGGCGTGGATG/ Martin/
2 (o1f5) orf3-F/B CAGCCGGGATTGAAAGTGTCGACG 60 388 (AF071413)
= , , GCGCCCACGCCCACGGTTGCCGG/ Martin /
o -
& (tniBAT) tniB-F2/B GGCCGGCGCAGCGGGAGCGAAGC 60 333 (AF071413)
E . . GATCCTCCGGCGCACGCTGACCC/ Rodriguez ef
(tnid) tniA-F/B AATCTGGTCGAACGGTTTGGCGG 60 480 al., 2006a
. . GACAGCGTTGGCAAGTTAAGTCC/ Rodriguez et
(istA) istA-F/B GGCATGCCAGTGGGCATCAAACA 60 404 al., 2006a
_ ) TGGCATGGCACACGCCATTGAGG/ Martin/
(istB) istB-F/B CAATGGCTGTGGCCAGGTGAGTC 60 307 (AF071413)
TCGATTACTTGGCAAAGTGCCCC/ Martin/
(orfAB) orfAB-F/B CTGTCCGAATGGATAACCGGATG 60 783 (AF071413)
2 Transposasa n3-F/B GTGCTGACTGGCAGGCAAATCGG/ 60 532 Rodriguez et
& (tnpA GCCTGAAAATCAACCAGTCTGGC al., 2006¢
pA) -
A L. CTGACGGGGTGGTGCGTAACGGC/ Rodriguez et
[=} o o
= region Is1 Isla-F/B GTAAAACAGCCAGCGCTGGCGCG 65 337 al., 2006a
. Schnabel y
region Is10 Is10-1 CTGATGAATCCCCTAATG 55 9148 Jones, 1999
Transposasa CTACCGAGTAACACCACACCGCTC/ Este trabajo
P Is10-F/R2 60 536 y
(np) AGCATCAGGGCGATTAGCAGC (AP005147)
ATGTGGCGAATAAAGCGGGT/ Este trabajo
(tetD) tetD-F/R 60 108
CAAACGACGAGCACGAATATAGC (AP005147
S ATGCCTACATCACAACAAAAACTGA/ Este trabaj
= (tetC) tetC-F/R 60 210 ste trabajo
= TGCTGACAATGGCGTTTACCT (AP005 147
Este trabajo
(ybdA) ybdA-F CGTACATGCCAAAGTTTCCACG 60 *a
(AP005147
Este trabajo
(ybfA) ybfA-F TTGCCTGCTTTGTCACCTTC 60 #h
(AP005147
Represor fefB ACAACCCGTAAACTCGCC/ '
epresor fe tetR-FIR 55 366 Morsczeck et
(tetR) TTCCAATACGCAACCTAAAG al., 2004
B =G+T+C K=G+T R =A+G Y =C+T
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Tabla ILb. Integrones y transposones (continuacion)

Funciéon .
EGM Iniciadores Secuencia 5°-3” Tw Amplicén Referencia
(gen) (pb)
Transposasa AGAAAGTTCGTCCTGGGCTG/
P TnpA-F/B 60 317 Dahlberg y
(tnpA) GGCCAAGGACAAGAACCTGT Hermansson, 1995
Trans TnpA {
fansposasa P GATCGGCGCGGGGAAGTTCAGGC 60 % Rodriguez et al.,
(tnpA) R100-F 2006a
Transposasa TnpA
(tnpd) RI00-R AGCCGGTTGCAGAGGCCGTAGC Rodit .
. 60 3157 odriguez et al.,
Resolvasa TnpR 2006a
GAGCGTCAGCGCGAGGGTATTG
(tnpR) R100-F
Resolvasa GGCGACACCGTGGTGGTGCATAGC/
(tnpR) TnpR-F/B CGOTAAGCCCCGCGTTGOTTGGE 60 257 Guerra et al., 2002
TGGAAACACCCGACTGCCTTGCG/ Martin/
~ -
E (tnpM) TnpM-F/B CGGCGGCGAATCACAAGCGTCCG 60 318 (AF071413)
= GGAGATCGAACTGACCGAATCGG/ Rodriguez et al.,
§ urf2-F/B CAGGAGCTGGCTGCACAACAGC 65 321 2006a
o
] CGCCCCTGACAAACTGCCGCCC/ Rodriguez et al.,
£ merE-F/B CGAGCGCGGCAACACCCCAATG 60 166 2006a
TACGGCCGGTGGCCTGCACCACG/ {
merD-F/B 60 252 Rodriguez et al.,
CGCTCGGCTGGCATGGAGGCCAG 2006a
AAGGCGCACGTGTCACGCTGATC/ 1
merA-F2/B2 70 1238 Rodriguez et al.,
CCGCTGCCTTCTTCAACCACCAG 2006a
AGCGTCGTTTCCGCGATGGGCTG/ 1
Operon Mer merC-F/B 60 346 Rodriguez et al.,
CCGGTCCGCAACGGCGATGCGCC 2006a
CTCCCTTGCCCTCGCCGCCGCTG/ 1
merP-F/B 65 221 Rodrfguez et al.,
GGACGGATAGCCGGCGTCTGCGG 2006a
CGCTAGTACTGGTCGCCCTGGGC/ {
merT-F2/B 60 242 Rodriguez ef al..
GAAATCCAAGCGCGACCAGGAC 2006a
GGGGTCAACGTGGAGACAATCCG/ {
merR-F/B 65 233 Rodriguez et al.,
CCTTGAGCTTGTGTTCGGCCAGG 2006a
ORF orf1721- ATTTACCAGTGACGGGTCG/ 60 355 Este trabajo
(orfl) F/R2 TGCTCAGGTTCAGGCTTGGT (X61367)
Resolvasa GTTCGGGTCAGCAGCTTTGAC/ Pezzella et al.,
(tnpR) LAFLAR GAGGGTTTCCCGGCTGATGT 60 >10 2004
tnpA1721- AGCTCTGCCTGCTGCGCTAC/ 60 520 Este trabajo
Transposasa FIR ATGTGTTCCAGCATGTGCCG (X61367)
~ (tnpA) tnpA1721- ACTGGCTGCAAAGTGTTGAA/ 60 360 Este trabajo
S F2/R2 TCCGTAAGGGCCGAAACTTC (X61367)
=
z Represor tetA tetR1721- TAGACGGTCTGACGACACG/ 60 572 Este trabajo
5 (tetR) F3/R3 TCTCGGTCCTTCAACGTTC (X61367)
=]
? Represor tetA tetR1721- TGACAATCAGCTACTTCACTGTTG/ 60 233 Este trabajo
E (tetR) F4/R3 TCTCGGTCCTTCAACGTTC (X61367)
tetA-F GCTACATCCTGCTTGCCT Ng et al., 1999
tet(A) 1721 60 336
&) tetAR-3 GGCATAGGCCTATCGTTTCCA Harmzlgg ;t al,
region Este trabajo
. . 1721-F TCGTAGCAGCAGTCCTGGAC 60 *b
intergenica (X61367)
i6 Este trabaj
| feeton 1721-R CGCCAAATCTCACCGTATCTCCC 60 *e ste trabajo
intergénica (X61367)

* Utilizado conjuntamente con: a) cat-F; b) tnpA1721-R2; c) tetA-F.
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Tabla Il.c. Genes de virulencia

Funcion/ Amplicon
Gen Iniciadores Secuencia 5°-3” Referencia
localizacion (pb)
regulacion
IR ATGCAAAGCCCGACCATGACG/ Way et al.,
phoP/Q transcripcion / Pho P1/P2 GTATCGACCACCACGATGGTT 60 299 1993
cromosoma
enterotoxina/ TTGTCTCGCTATCACTGGCAACC/ Prager et al.,
S cromosoma Stn-172 AAACTGGACCACGGTACAA 60 617 1995
, variacion fase/ CTAGTGCAAATTGTGACCGCA/ Way et al.,
hin/H2 cromosoma 1750-L/R CCCATCGCGCTACTGGTATC 60 236 1993
captacion Fe/ . TGCGTATTCTGTTTGTCGGTCC/ Béumler et al.,
IroB cromosoma IRO-1/2 TACGTTCCCACCATTCTTCCC 60 606 1997a
replicacion,
, recombinacion y CGTGCTAACGCTCGCCTGTAT/ .
himA regulacién/ SHIMA-LR — GaGaTaGacaeoTaetaecatt 0 122 Bej et al., 1994
cromosoma
fimbria agregativa/ TCCGGCCCCGGACTCAACG/ Doran et al.,
agfA cromosoma TAF-3/4 CAGCGCGGCGTTATACCG 60 261 1993
supervivencia en GCCAAAACTGAAGCTACAGGTG/ Guerra ef al
siyA macréfagos / SLYA-112 CGGCAGGTCAGCGTGTCGTG 60 700 2000b
cromosoma
invasividad/ ACTCCTTGCACAACCAAATGCGGA/ .
spvC plasmido SpvC-F/B TGTCTTCTGCATTICGCCACCATCA 60 566 Chiu y Ou 1996
resistencia sérica/ TCGTTCTGTCCTCACTGC/ Guerra et al.,
rek pldsmido rek F/B TCATAGCCCAGATCGATG 60 474 2002
. . P GCACACGCTGCCAATGAA/ Guerra et al.,
pefA fimbrias/plasmido pefA-F/B CACAGACTTGAAGTCACC 60 442 2002
. . P CACAGACTTGAAGTCACC/ Herrero et al.,
pefB fimbrias/plasmido pefB-F/B TGATGCGTGACAGGCGGTTC 55 110 2006
S po— AAGAATCAGCAAATGCCCTGTG/ Baumler et al.,
pefC fimbrias/pldsmido pefC-F/B GCGAATTCTAAAGGAGAGCGACGTG 0 1403 1996b
. . P CTTTAAGGTCAGGCCCAAGG/ Herrero et al.,
pefD fimbrias/plasmido pefD-F/B TCCGTTCAGCGACAGTTTCC 55 403 2006
fimbrias/ TCAACTATTAAAGCACAAGAAC/ Baumler et al.,
sefD cromosoma sefD-F/B TTATAATTCAATTTCTGTCGC 30 374 1997b
resistencia Oxid./ CCAGTGGAGCAGGTTTATCG/ Herrero et al.,
sodCl cromosoma sodCI-F/B GGTGCGCTCATCAGTTGTTC 3 460 2006
efector SPI1/ CAGACCCGTGAAGCTATACT/ Pasmans et al.,
sopE cromosoma sopE-F/B AATTGCTGTGGAGTCGGCAT 3 347 2003
efector SPI1/ . CAGACATGCGAAGCCATATT/ Este trabajo
sopE2 cromosoma SOpE2-F/B AATTGTTGTGGCGTTGGCAT 55 47 (AE008782)
Paiva de Sousa
ast Toxina EASTI EASTla/b o GCTCC‘E}TCCG*X‘G‘;A&CAQ%TG?%TT’GT 55 11 y Dubreuil,
2001

Las referencias de los genes se indican en el apartado IV.2.b.
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Tabla Il.c. Genes de virulencia (continuacion)

Gen Funcién/ Iniciadores Secuencia 57-3° m Amplicn Referencia
localizacién (pb)

invE/A SPI 1/cromosoma Sal-1/2 o o 60 500 S“"l“;;j al.,
orgA SPI l/cromosoma  orgA-F/B At 60 540 Soto et al., 2006
rC SPI 2/cromosoma wrC-F/B e e teae 60 920 Soto et al., 2006
ssaQ SPI2/cromosoma  ssaQ-F/B el 60 677 Soto et al., 2006
sugR SPI 3/cromosoma sugR-F/B %gg%ﬁiqggiﬁgggﬁgig 60 850 (EASE: | ggggjg)
rhuM SPI3/cromosoma  thuM-F/B Ao nnc 60 546 53«?1 ggls’gjg’)
rmbA SPI3/cromosoma  rmbA-F/B e o 60 359 53«?1 ggls’gjg’)
misL SPI3/cromosoma  misL-F/B O oo Aleen 60 986 Soto et al., 2006
mgtC SPI 3/cromosoma mgtC-F/B E@?ﬁéﬁ%ﬁég%%ﬁiiﬁ%ﬁgﬁg 60 655 Soto et al., 2006
spi4R SPI4/cromosoma  spi4R-F/B e Ao 60 1260 Soto et al., 2006
spidD SPI4/cromosoma  spidD-F/B GRS TR A e 60 1231 Soto et al., 2006
sopB SPI5/cromosoma  sopB-F/B e e 60 1170 Soto et al., 2006
pipA SPIsfcromosoma  pipA-2F2B O 60 575 (]i‘sgoggl;f%

Las referencias de los genes se indican en el apartado IV.2.b.
Tabla I1.d. Amplificacién de secuencias aleatorias
Técnica Iniciador Secuencia 5- 3” Tm Amplicon (pb) Referencia
RAPD S TCACGATGCA 35 Variable Williams et al., 1990
C (OPB-17) AGGGAACGAG 35 Variable Lin et al., 1996
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Anexo III. Combinaciones de oligonucleétidos empleadas para el andlisis de

la estructura de los distintos transposones

Tabla IIl.a. Transposén Tn/0

Amplicon

Fragmento Iniciadores Posicion (AP005147) (pb) Genes
is10-tnpR is10-1-is10R2 1 1090 1090 mpR
is10-mpR is10-1-is10R2 9148 8059 1090 tnpL
tetB-tetR tetBr-tetRr 4263 2688 1576 tet(B) tetR
tetR-YbdA tetRf-ybd Af 3898 4804 907 tetR ybdA
ybfA-tnpL ybfAf-is10f 7220 8594 1375 ybdAf tnpL
is10-tet(B) is10-1-tetBd 1 3346 3346 mpR tetD tetC tet(B)
tnpR-tet(B) is10d-tetBd 555 3346 2792 mpR tetD tetC tet(B)
tnpR-tetD is10f-tetDf 555 1597 1043 mpR tetD
tetD-tetC tetDr-tetCr 1490 2247 758 tetD tetC
tetC-tet(B) tetCf-tetBf 2047 3346 1300 tetC tet(B)
Tabla IIL.b. Transposén Tn/721
Fragmento Iniciadores Posicion (X61367) Anzg :;)c 6n Genes
orfl-tnpR orfIR2-LAR 1403 2610 1208 orfl tnpR
mpR-tnpA LAF-tnpAr 2101 3320 1220 tnpR tnpA
mpA tnpAf-tnpAr2 2801 5590 2790 tnpA tmpA’
tmpA-tetR tnpAf2-tetRf4 5231 6185 955 tnpA’ tetR
tmpA-tet(A) tnpAd2-tetAr 5231 7771 2541 tmpA’ tetR tet(A)
mpA-tetA3 tnpAd2-tetA3r 5231 7897 2667 tnpA’ tetR tet(A) tetA3
tetR-tetA3 tetRr3-tetA3r 5953 7897 1945 tetR tet(A) tetA3
tet(A)-intergen tetAF-1721R 7562 9287 1726 tet(A) tetA3
intergen-AtnpA 1721F-tnpAr2 9021 11098 2078 tnpA’
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Tabla IIlL.c. Transposén Tn2/

Fragmento Iniciadores ( :;3;?:;13) Anzgg)cén Genes

mpR-tnpA tnpR-R100F-tnpA-R100R 3194 37 3157 tmpA

intl1-tnpR intld-tnpRr 5003 3145 1859 intll tnpM  tnpR
dfrAl-intll dfrAr-intlr * 4446 1600 intll  dfrAl

RV 3CS-5CS * * 1600 aadAl  dfrAl

aadAl-orf5 aadAd-orfSr 5514 8124 2611 aadAl gqac  sull  orf5
orf5-tniA orf5d-tniAd 7736 13711 5976 orfS istB istA  orfAB tmiB tiA
tniA-urf2 tniAr-urfd 13231 15294 2064 tniA urf2

urf2-merE urfr-merEd 15062 15887 826 urf2 merE

merE-merD mrEr-merDd 15742 16187 446 merE  merD

merD-merA merDr-merAd 15935 17597 1663 merD  merA

merA-merC merAr-merCd 16360 18413 2054 merA  merC

merC-merR merCr-merRr 18063 19465 1403 merC ~ merP  merT merR

*No se indica la posicion de los cebadores al no estar el gen dfr/ en la secuencia que se usé como modelo del Tn21.

En negrita se indican los tamafios de los amplicones visualizados, al no saberse el tamafio esperado.

Tabla III.d. Transpos6n Tn9 y unién al Tn2/ (Tn2670)

Amplicon

Fragmento Iniciadores Posiciéon (V00622) (pb) Genes
ISI-catAl islr-catr 337 1641 1305 1S! catAl
catAl-tmpA  catd-tnpA-R100F 1018 * 800 catAl
merR-1S1 merRd-is1d 19256 * 1200 merR  IS1

*No se indica la posicion de los cebadores al no encontrarse la secuencia anclada del Tn2670 en la base de datos.

En negrita se indican los tamafios de los amplicones visualizados, al no conocerse el tamafio esperado.
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