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RESUMEN

El objetivo de este proyecto fue el estudio miatidgico de brotes causados por
Salmonella enteric&n el Principado de Asturias durante el periodd022013. En el
estudio se incluyeron un total de 39 aislamient@® ¢linicos y 7 de alimentos)
asociados a 7 brotes &e entericasubespecienterica,de los serotipos Enteritidis (3),
Paratyphi B variedad Java (2), variante monofagecdyphimurium (1), Infantis (1); y
a un brote d&. entericasubspsalamae

Se determinaron los patrones de resistencia fecoftgenotipico de todos los
aislamientos frente a un total de 8 antimicrobiaribsdos los aislamientos fueron
sensibles a todos los antimicrobianos ensayadacapcion de los de Enteritidis
causantes de dos brotes, que presentaron resstragido nalidixico debida a una
mutacion en el gegyrA, y los de la variante monofasica de Typhimuriune fueron
resistentes a ampicilina, estreptomicina, sulfodasiy tetraciclina gracias a los genes
blarem-1, StrA-strB, sul2, sul3 y tet(B). El gentet(B) de resistencia a tetraciclina se

localiza probablemente en un transposohQlaefectivo.

Se investigo la presencia de plasmidos en losnaistdos de los distintos brotes
encontrandose el plasmido de virulencia pSEV (6D &t todos los del serotipo

Enteritidis, acompafiado en los de un brote porlésnuido de pequefio tamafio.

La tipificacion de los aislamientos mediante mawstriccion-electroforesis de
campo pulsante utilizando Xbal, demostré que Iskaiientos implicados en un mismo
brote presentaban perfiles idénticos y que losbdotes de Paratyphi B variedad Java y

los tres brotes de Enteritidis fueron originadosqapas diferentes.
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ABSTRACT

The objective of this project was the microbiol@jistudy of outbreaks caused by
Salmonella enterican the Principality of Asturias during the periagd10-2013. A total
of 39 isolates (32 and 7 from clinical and food p#s, respectively) associated with 7
outbreaks caused by serotypes Enteritidis (3),tamaB variety Java (2), monophasic
variant of Typhimurium (1) and Infantis (1) 8f entericasubspeciegntericg and one

outbreak ofS. entericasubspsalamaewere included in this study.

Phenotypic/genotypic resistance patterns were mé@ted using a total of 8
antimicrobial agents. All isolates were susceptiblall antimicrobials tested, with the
exception of Enteritidis isolates involved in twd the three outbreaks that were
resistant to nalidixic acid due to a mutation i tyyrA gene, and isolates of the
monophasic variant of Typhimurium that were resist® ampicillin, streptomycin,
sulphonamides and tetracycline caused bybtag:\y1, StrA-strB, sul2, sul3 andtet(B)
genes. The tetracycline resistant geeB) is probably located in a defective IIh

transposon.

The presence of plasmids was investigated in B®ldtom the different
outbreaks. All Enteritidis isolates carried the ul@énce plasmid pSEV (60 kb),

accompanied by a small plasmid in the case of otlereak.

The molecular typing of the isolates by macroreson pulsed-field
electrophoresis using Xbal showed that the isolateslived in the same outbreak had
identical profiles and that the two Paratyphi B \lmva outbreaks and the three

Enteritidis outbreaks were caused by differentissra
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Introduccion

Los serotipos no tifoideos d&almonella entericase encuentran entre los
patogenos de transmision alimentaria mas impodaataivel mundial, ocupando el
segundo lugar, por detras Unicament&depylobactefFigura 1) y provocando miles
de casos de gastroenteritis cada afio, tanto eaespadustrializados como en paises en

vias de desarrollo.
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Figura 1. Tendencia de los microorganismos mas relevanigsaotes de infecciones gastrointestinales

en Espafia (1989-2012) (Red Nacional de Investigadigrobioldgica).

Segun datos aportados por la EFSA (European FdetlySeuthority, 2008) en la
Union Europea (UE) se detectaron en el afio 2011ltoted de 97.897 casos de
salmonelosis humana, lo que implica 20,7 casoscpada 100.000 habitantes. Esto
representa una disminuciéon del 5,4% respecto al28i0, en el que se confirmaron
99.020 casos (Figura 2; EFSA, 2013), manteniéndonadendencia decreciente iniciada
en el afio 2007. Dicho descenso es debido fundahmantie a las estrictas politicas de
control que han sido llevadas a cabo en la UE deilas Ultimos afios. Cabe destacar el
Reglamento (CE) 2160/2003 del Parlamento y del €onSuropeos, sobre control de
Salmonellay otros agentes zoondticos especificos transmsittr los alimentos, el
cual exige la adopcion de medidas apropiadas gadg para la deteccion y control de
la presencia d8almonelleen todas las etapas de la produccién, persiguiendello la
reduccion de la prevalencia y del riesgo que esmtéeha supone para la salud publica.
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Introduccion
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Figura 2. Evolucién de los casos confirmados de salmonelusisana en la UE, 2008-2012. (EFSA,
2013).

Los serotipos mas frecuentes encontrados en hunentzs UE, al igual que en
afnos anteriores, fueron Enteritidis y Typhimuriumpresentando un 41,3% y 22,1%

respectivamente (Figura 3).
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Figura 3. Distribucion de los diez serotipos 8almonellamds comunes encontrados en humanos en la
UE en 2012 (EFSA, 2013).
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Introduccion

BROTES CAUSADOS PORSALMONELLA ENTERICA

Al igual que se observa con los casos esporadetasiimero de brotes p@.
enterica ha ido también decreciendo, entendiendo por beteathsmision alimentaria
al incidente en el cual dos 0 méas personas presansamisma enfermedad después de
la ingestién del mismo tipo de alimento y dondevalencia epidemiolégica implica al

alimento como fuente de la enfermedad.

A pesar de la tendencia decreciente, los serotipasfoideos deS. entericahan
sido en 2011 la causa mas frecuente de brotesigienaalimentario (AESAN, 2013),
notificandose en Espafia 3.833 brotes (CNE, 2012).

En el Principado de Asturias se mantiene la teridetecreciente asi como la
distribucién en serotipos encontradas en Esparftaog paises de la UE, detectandose
93 brotes en el periodo 2002-2009, que fueron cassaor los serotipos Enteritidis
(78), Typhimurium (11), Panama (2), Hadar (1) extis (1) (Figura 4). Estos brotes
han sido estudiados en el contexto de la tesisoddaie M. Bances Gonzélez (junio
2011), realizada en el Area de Microbiologia déJfdversidad de Oviedo. En dicho
trabajo se analizaron 515 aislamientos asociados hrotes: 401 de origen clinico y
114 de alimentos (M. Bances, Tesis Doctoral).

S. Hadar S. Infantis
1%

S. Panama

1%
2% \

S. Enteritidis

S. Typhimurium 84%

12%

Figura 4. Serotipos implicados en los 93 brotes de salmaigtitetectados en el Principado de Asturias
durante el periodo 2002-2009 (basado en M. Bafiesss Doctoral).
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Introduccion

En el periodo 2010-2013 se detectaron 13 brotesadms por los serotipos
Enteritidis (4), Typhimurium (2), variante monoféei4,[5],12:i:- de Typhimurium (1),
Paratyphi B variedad Java (2), Rissen (1), Inta(itlsy Poona (1) deS. enterica
subespecientericade; y 1 brote asociado& entericasubespecisalamaeg(Tabla 1).
Estos brotes se designan con la letra “B” seguidaadinicial(es) del serotipo o

subespecie implicado, separado por “/” de los dimas digitos del afio en que ocurrio

el brote.

Tabla 1. Brotes causados por S. enterica en el Principado de Asturias durante el periodo 2010-2013

Brote Personas Aislamientos
Serotipo Tipo de brote
Ao afectadas Origen (N)
Salmonella enterica subespecie enterica
2010
BE-1/10 Enteritidis Comunitario 4 Heces (4)
BE-2/10 Enteritidis Comunitario 11 ches a1
Alimentos (2)
BT-1/10 Typhimurium Familiar 2 Heces (2)
BPJ-1/10 Paratyphi B Familiar 2 Heces (2)
var. Java
2011
BE-3/11 Enteritidis Familiar 2 Heces (2)
BP-1/11 Poona Comunitario 19 Heces (31)
Heces (8)
BR-1/11 Rissen Comunitario 1 Orina (2)
Sangre (1)
2012
BT-1/12 Typhimurium Familiar 2 Heces (2)
BI-1/12 Infantis Comunitario 5 ches ©)
Alimentos (1)
BPJ-2/12 Paratyphi B Familiar 2 Heces (2)
var. Java
2013
Typhimurium . Heces (4)
BTm-1/13 4,5),12i- Familiar 4 Alimentos (4)

_[5]_



Introduccion

BE-4/13 Enteritidis Comunitario 5 g:ﬁgfe(‘(? |
Salmonella enterica subespecie salamae

2010

BS1/10 - Desconocido 4 Heces (4)

N, numero de aislamientos; B, Brote; E, S. Enteritidis; PJ, S. Paratyphi variante Java; P, S. Poona; R, S.
Rissen; T, Typhimurium; Tm, variante monofasica de S. Typhimurium; S, S. enterica subespecie

salamae.
OBJETIVOS

Como continuacién al trabajo iniciado por la Dra. Bances, en el presente

proyecto se abordé el estudio microbiolégico delastes causados por los serotipos

Enteritidis, Typhimurium, Paratyphi B variedad Jasalnfantis y por S.enterica
subespeciesalamae durante el periodo 2010-2013. Cabe indicar que hbootes
originados por Typhimurium en los afios 2010 y 29%#br Poona y Rissen en el afio
2011 han sido estudiados independientemente. Ljgsivas del proyecto fueron los

siguientes:

1. Estudiar la resistencia a antimicrobianos e ideatiflos genes responsables.
2. Rastrear y caracterizar elementos genéticos mayilespudieran contribuir a

la resistencia.

3. Tipificar los aislamientos d8. entericamediante macrorrestriccion genémica

seguida de electroforesis de campo pulsante (PFGE).

_[6]_
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Consideraciones teoricas

El género Salmonella pertenece a la Famili&nterobacteriacege Orden
EnterobacterialesClasey-Proteobacteria dentro del Dominidacteria (Garrity et al.,
2004). El género contiene dos especgsntericay S. bongori La primera incluye las
subespecieenterica(l), salamag(ll), arizonae(llla), diarizonae(lllb), houtenagq1V) e
indica (V1) (Figura 5; Tindallet al, 2005). La subespecie ér{tericg se aisla de seres
humanos y de animales de sangre caliente, pergsrecia ella la mayoria de los
aislamientos patdégenos de humanos. Las demas sgimsdeS. entericaasi comds.
bongori se encuentran principalmente en animales de adnigr y en el ambiente.
Ademas, de acuerdo con sus caracteristicas amigenias bacterias del género
Salmonellase clasifican en serogrupos y serotipos, congsidsrastos ultimos como

especies hasta finales del siglo XX.

Salmonella

Salmonellaenterica Salmonellabongori

Subsp. I Subsp. Il Subsp. Illa Subsp. IlIb  Subsp. IV Subsp. VI Subsp. V
enterica salamae arizonae diarizondae houtenae indica

Figura 5. Divisiones taxonomicas de la actual clasificaci@hgénercsalmonella

Los miembros del géne®almonellason bacilos Gram negativos, no productores
de endosporas y normalmente moviles por flagelagéritrica (Figura 6A). Su
contenido en guanina-citosina (GC) es de 50-53%.g®00-anaerobios facultativos y la
mayoria producen gas por fermentacion de carbdbg&reespecialmente glucosa.
(Corral y Perea, 1992). Sintetizan el enzima cstal@an negativa la prueba de la
citocromo oxidasa, reducen los nitratos a nitrigoproducen sulfuro de hidrogeno.
Toleran elevadas concentraciones de sales bilianeseden crecer en presencia de
colorantes como el azul de metileno, la eosinéydaina acida, el cristal de violeta o el
verde brillante. Estas caracteristicas permiteafdis medios de cultivo selectivos para
bacterias del géner®@almonellacomo son el agar Hektoen, el agar verde brillangé
agar eosina-azul de metileno. Ademas, las colaesSalmonellaen estos medios se
pueden diferenciar de las originadas por otras@péeterias, en base a su incapacidad

de fermentar lactosa y/o a la produccién ¢8 Hrigura 6B).

_[8]_



Consideraciones teoricas

Figura 6. GéneroSalmonellaA. Célula deSalmonellaal microscopio electronico, morfologia bacilar y
flagelacién peritricaB. Crecimiento en el medio selectivo y diferencéajar Hektoen. El color negro de

las colonias se debe a la produccion ¢8.H

La temperatura 6ptima de crecimiento de los miesd gener@almonellaes
de 35-37°C, aunque pueden multiplicarse en un amgaigo de temperaturas, desde 5 a
45-47°C. Toleran un pH entre 4,5-9 creciendo mejowvalores proximos a la
neutralidad: 6,5-7,5. Presentan un buen desamalioa actividad de agua,jade 0,945
a 0,999. No obstante, sobreviven largo tiempo emlicidones mas extremas como las
encontradas en productos deshidratados, y en dbsmgueden multiplicarse hasta
valores de @iguales a 0,93 (Gledel, 1995; Mossthl, 2002).

CLASIFICACION Y NOMENCLATURA : ESTRUCTURA ANTIGENICA

De acuerdo con el esquema de Kauffmann-White-LeoMiles microorganismos
pertenecientes al géne8almonellase caracterizan inmunoldgicamente en base a tres
antigenos de superficie: somaticos (O), flagel@#@s/ capsulares (K). De esta manera,
se han identificado mas de 30 serogrupos y mas@e serotipos (Popoét al, 2004).

La clasificacion en serotipos tiene un gran intei€sde el punto de vista clinico, donde
se distinguen ademas los serotipos tifoideos (Tydbaratyphi), de los no tifoideos (el
resto). El serotipo Typhimurium incluye la cepaotigel género (LT2), cuyo genoma ha
sido secuenciado (McClellargt al, 2001). Aunque la designacion correcta de este
serotipo seriéS. entericasubespecienterica serotipo Typhimurium (Brennest al.,
2000), para abreviar se utilizaran los términostgey Typhimurium, o simplemen®
Typhimurium, a lo largo del presente trabajo. Deniama manera se procedera en el

caso de otros serotipos.

Los antigenos somaticos (O)caracterizados por ser termoestables y alcohol-
resistentes, forman parte del lipopolisacarido (LéSla membrana externa de la pared

celular de las bacterias Gram negativas, correspodd concretamente a la cadena

_[9]_



Consideraciones teoricas

lateral O del mismo (Figura 7). Se trata de unaewadheteropolisacaridica, mas o
menos larga, de composicion altamente variabl@hdeue el antigeno O proporcione
especificidad (Corral y Perea, 1992; Herrera-L&®94).

Lipoproteina
de Braun

Membrana
externg

Espacio
periplasmico

Membrana
plasmatica

Fosfolipidos '\ Peptidoglicano

Proteina integral
Figura 7. Pared celular de una bacteria Gram negativa yl@el@ la estructura del lipopolisacarido.

Los antigenos flagelares (H)son de naturaleza proteica y termolabiles. Se
corresponden con la flagelina, componente estraictde los flagelos bacterianos.
Mientras que los extremos C y N terminales de psiteina se encuentran altamente
conservados, la region central presenta una gnaabialad, o que permite establecer
los distintos antigenos flagelares. Algunos seostigle Salmonella denominados
monofasicos, solo producen un tipo de antigeno ét @emplo,S. Typhi). Sin
embargo, la mayoria son bifasicos, ya que el amidlagelar puede aparecer de forma
alternativa en fase 1 (flagelina H1), llamada tanhbespecifica y que es caracteristica
de cada serotipo, o0 en fase 2 (flagelina H2), gumenos especifica y puede ser comun
a varios. Una cepa dBalmonellasolo expresa un tipo de antigeno flagelar en un
determinado momento.

El sistema de cambio de fase esta regulado poramoanbinasa codificada por el
genhin que cataliza una inversién reversible de un fradmde 993 pb que contiene el
promotor del operoriliBA. En un sentido el promotor dirige la transcripcibs los
genesfliB vy fljA, que codifican la flagelina de segunda fase y grava represion del

genfliC, que codifica la flagelina de fase uno. En ess® &h antigeno H que se expresa

-[10]-



Consideraciones teoricas

es el de segunda fase. Sin embargo, cuando eldragrae invierte, los gendé\ vy fljB
no se expresan y no se produce la represidhiQeDe este modo la bacteria expresa el

antigeno de primera fase (Figura 8).

Pic
Fasel --{ 1ijB >-1 fUA>-—/f-|; fic =
vl
Pfiga Ppic

passs -—l i >4ﬂjA>—;’/fE fic -

Figura 8. Variacion de fase de los flagelos ®almonellalYamamoto y Kutskake, 2006)

La variacidon de fase proporciona una gran vent#ga dacterias ya que las cepas
gue consigan cambiar de fase durante el procesoferion podran sobrevivir a la
respuesta inmune del hospedador. Esto es debide al gistema inmune va a producir
anticuerpos frente a la flagelina H1 de modo quesbas bacterias que cambien de fase
y produzcan flagelina H2 podran escapar del mis@arrél y Perea, 1992; Herrera-
Lednet al.,2004).

Los antigenos capsulares (Kestan presentes en serotipos que poseen capsula
polisacaridica. Se destruyen por calentamientd®@ @@rante una hora, y por acidos y
fenol diluidos. El Unico antigeno K descrito ergéheroSalmonellaes el antigeno de
virulencia (Vi), presente en tres serotipos muyasivos: Typhi, Paratyphi C y Dublin
(Raffatelluet al.,2006).

Algunos serotipos de relevancia clinica se subdivig su vez, en fagotipos que
se establecen en base a su susceptibilidad o eresestfrente a un panel de

bacteriéfagos.
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Tabla 2. Formula antigénica de los serotipos de S. enterica implicados en los brotes analizados en este

proyecto.
Serogrupo Serotipo Férmula antigénica
Ags somaticos Ags flagelares
Fase 1 Fase 2

B Typhimurium 1,4,(5),12 i -
C1 Infantis 6,7 r 1,5
D Enteritidis 1,912 g,m -

Paratyphi B 1,4,5,12 b (1,2)

(variante Java)

SALMONELLA EN LA NATURALEZA

El habitat primario d&almonellaes el intestino de animales de sangre caliente y
fria. La mayor parte de los serotipos pertenecedonsadenominados serotipos no
tifoideos. Algunos serotipos presentan un hospedadpecifico como es el caso de
Gallinarum (gallinas) y Pullorum (pollos), aunquengralmente presentan un amplio
rango de hospedador, pudiendo colonizar el intesti|m distintas especies animales,
incluyendo el hombre. En estos serotipos, la dodecciosa es aproximadamente de
10° bacterias, por lo que la transmisién persona-perss practicamente imposible. El
microorganismo debe multiplicarse en el alimentstdalcanzar su dosis infecciosa por

lo que es mucho mas frecuente en verano dondm|zetatura es mas favorable.

Existen, ademas, unos pocos serotipos que infabtamodo exclusivo a la
especie humana. Estos pertenecen a los denomisadugos tifoideos, en donde se

encuentran Typhi y Paratyphi.

En cuanto a los serotipos mayoritarios, no tifogjesu cadena de transmision es
relativamente compleja (Figura 9). La bacteria dleg los animales domésticos
procedente de distintas fuentes: contaminacion aop y aguas, por contacto con
animales silvestres portadores o sus heces, pi@rs@siya composicion intervienen
restos de animales enfermos o portadoreSalmonella etc. Los actuales sistemas de

cria intensiva de ganado y aves facilitan la prapeg de unos animales a otros, o de
un ave a sus huevos.
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A partir de los animales domésticos la bacteriadpukegar al hombre a través de
distintas vias: 1) consumo de huevos de gallineodyztos derivados de los mismos; 2)
consumo de leche o derivados lacteos contaminamlosnateria fecal de las vacas; 3)
carne de mamiferos o de aves (y productos deriyaflgs se contamina al entrar en
contacto con el contenido intestinal durante l@E@sos de evisceracion (extraccion del
intestino y otras visceras) en los mataderos; djacoinacion cruzada.

Animales silvestres Piensos compuestos

Agua Pastos A
cnfcrmo\ por( .ldorc\ 5 (rc\tm dc .lnlm.llg‘\

\ ﬂ ﬂ j enfermos/portadores)

Cria )
ANIMAL DOMESTICO

intensiva

Mamiferos

Aves
Leche y Carne y Huevos y
derivados derivados derivados

HOMBRE
J N

Cualquier tipo

Cualquier tipo :
de alimento

de alimento

Contaminacion cruzada ~ Manipuladores portadores

Figura 9. Rutas de transmision de los serotipos no tifoidktSalmonella.

PATOGENICIDAD , CUADROS CLINICOS Y TRATAMIENTO

La patogenicidad bacteriana es la capacidad deatasifo de causar dafio a su
hospedador, siendo compleja y multifactorial (Rinla Falcow, 1989; Milleret al,
2000). Dependera de aspectos relacionados coneelteagpatégeno, como la dosis
infectiva, la via de entrada y los factores delgiraia, y de aquellos relacionados con el

hospedador y su sistema inmune.

Salmonellaes un patdgeno intracelular facultativo que, ddjggo del serotipo

y del hospedador, puede causar una infeccion imaéstguda conocida como
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salmonelosis, infecciones focales extra-intests)aleacteriemia y septicemia, todas
ellas asociadas a serotipos no tifoideos, o fielerggricas debidas a los serotipos

tifoideos.

Los serotipos no tifoideos son una de las causasfraéuentes de infecciones
bacterianas transmitidas por alimentos que, ent@ldanos originan normalmente
salmonelosis autolimitada. Sin embargo, como sednahteriormente, también pueden
causar infecciones extraintestinales mas o meroegy predisponiendo a ello una serie
de factores relacionados con el hospedador (enfimes subyacentes o anomalias
genéticas, fundamentalmente las que afectan ansastinmune, asi como edades

extremas).
a. Enterocolitis aguda

Es la manifestacion mas comun de la infeccion. §yaka se comunican cada afo
varios miles de casos de enterocolitis fatmonella causadas principalmente por los
serotipos Enteritidis, Typhimuirum y Virchow. Elnmdo de incubacion suele oscilar
entre 6 y 48 horas. Tras este periodo comienzauadro clinico con fiebre, dolor de
cabeza, mialgia, nauseas, vomitos y diarrea. Laedigpuede llegar a la deshidratacion,
sobre todo en nifios y ancianos. Como se comengdi@mbente, la enfermedad es mas
grave en pacientes inmunodeprimidos, ancianos gsnipudiendo causar en estos

grupos de riesgo, importantes complicaciones.

En las formas benignas (las mas frecuentes en B&agon normal) el Unico
tratamiento requerido es la prevencion de la desftacion. Sin embargo, éste es
necesario para combatir infecciones invasivas,diehila alta mortalidad asociada, y
para prevenirlas en personas con factores de riresgmocidos (Orden Gutiérrez y de
la Fuente, 2001).

b. Infecciones focales extra-intestinales y septitea.

Los serotipos no tifoideos pueden, aunque con mieecuencia, dispersarse fuera
del intestino por via linfatica y sanguinea. Estedqe provocar tanto infecciones focales
extra-intestinales, como infecciones invasivas ta&mia Yy septicemia)
potencialmente  mortales. La septicemia esta asmciagd pacientes

inmunocomprometidos o de edades extremas (ancyamdes pequenos).

-[14]-



Consideraciones teoricas

c. Fiebres entéricas

Las fiebres entéricas estan producidas por logigesoTyphi (responsable de la
fiebre tifoidea) y Paratyphi A, B y C (causantes lds fiebres paratifoideas). Los
serotipos tifoideos son endémicos en paises endeiatesarrollo, mientras que las
fiebres entéricas son esporadicas en los paisesraléslos y afectan habitualmente a
personas que han viajado a paises con endemismbosAserotipos se transmiten
principalmente por aguas y en menor medida poreaios contaminados con materia
fecal. Se trata de infecciones invasivas gravdsesodo en el caso de la fiebre tifoidea
(Crump y Mintz, 2010, Meltzer y Schwartz, 2010).

RESISTENCIA A ANTIMICROBIANOS EN  SALMONELLA

En las dltimas décadas se ha producido un notabtemento en la incidencia de
aislamientos deSalmonellaresistentes a agentes antimicrobianos, que pueden
naturales (antibidticos), sintéticos o semisint&icLos antibidticos son sustancias
naturales producidas por los microorganismos corecamsmo de defensa frente a
otros. Los antimicrobianos incluyen, ademas deatudgioticos, aquellos obtenidos por
sintesis quimica o modificacion quimica de los coegpos naturales. En paises
subdesarrollados, el aumento en la resistenciss€Rgtribuye fundamentalmente a la
utilizacion de dichos agentes en medicina humamaloE paises desarrollados, sin
embargo, la resistencia se debe principalmenteudil&aacion en animales destinados a
la produccion de alimentos, no solo con fines ®@uéipos y profilacticos, sino también
como promotores del crecimiento. Esta Ultima api@aesta actualmente prohibida en
la Unién Europea. La resistencia es importante doiaah paciente necesita tratamiento
y el problema se agrava en el caso de las bactedasresistencia simultanea a
multiples drogas (MDR: Multiple Drug Resistance).

La resistencia bacteriana frente agentes antimemos es un ejemplo de
evolucion constante, en el cual las bacterias lesardollado sus propios mecanismos
para evadir la actividad de estos compuestos (Bagual, 2009;Nugentet al.,2010),

o bien han adquirido los genes de resistencia paregos de transferencia horizontal
(Buckley, 2009; Martineet al 2009; Partridge, 2011). Los mecanismos de resiste
se pueden clasificar en dos grandes grupos: 1)stemesia innata, esto es, por
naturaleza; 2) Resistencia adquirida, mediantevifs la mutacion y la transferencia
horizontal de genes (Canténhal.,2003; Alekshun y Levy, 2007).
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Las mutaciones puntualespueden modificar genes o sus reguladores, alterand
de este modo las dianas celulares de los agent@wmicabianos y originando
organismos resistentes. En la mayoria de los cdsasfecta sélo a una familia de
antimicrobianos, aunque también puede llegar a etwnfesistencia a multiples
farmacos o familias. Por otro lado, este fenotipdtimesistente puede conseguirse por
acumulacion de diferentes mutaciones, lo que dawecido en cepas en las que los
sistemas de reparacion del DNA no funcionan caareente (Cantoret al., 2003;
Livermore, 2003).

Un ejemplo de este tipo es la resistencia a quiagiocomo el acido nalidixico,
que se produce por mutacion en el ggnA que codifica la subunidad A del enzima
DNA girasa, impidiendo la unién de la quinolona ezima. Otro ejemplo es la
resistencia a fluoroquinolonas, como la ciproflorac que se produce por mutaciones
en los genes que codifican la DNA girasa y la tepmierasa V. Estas mutaciones se

transmiten de una bacteria a sus descendientasfdrancia vertical.

Sin embargo, en la mayoria de los casos, la rasiatees consecuencia de la
adquisicion de nueva informacion genéticaor parte de la bacteria sensible, mediante
transferencia horizontal. En la transferencia gériorizontal uno o mas genes de
resistencia pueden diseminarse entre bacterias cgugparten un mismo nicho
ecologico. En este proceso desempefian un papearherdal cuatro tipos de elementos
genéticos moviles (EGMs): sistema casete geniegian, transposones, plasmidos e
islas de resistencia (Cantéhal, 2003; Baquero, 2004; Miriagai al, 2006).

a. Sistema casete génica-integrén

Los integrones son sistemas naturales de clonaciéxpresion que incorporan
casetes génicas y las convierten en genes funemhal casetes génicas (CGs) son
pequefios elementos moviles consistentes en una phidrta de lectureo(f; open
reading_frame) y un sitio de recombinacion espexifittC (Carattoli, 2001; Partridge
et al.2009; Stokes y Hall, 1989). Los integrones estamndolos por un gen que
codifica la integrasair{tl) que lleva a cabo la recombinacién entre el slgbpropio
integron: attl y el sitio attC presente en la casete. Mediante dicha recombima=6
produce la insercion de la casete en el integrasampdo a formar parte de la region
variable (RV) del mismo y expresandose a partiune o dos promotores localizados

en el extremo 3’ del gantl (Figura 10).
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Figura 10. Estructura de un integrén genérico.

Dependiendo de la naturaleza de las casetes gélusastegrones se clasifican
en dos grupos: integrones de resistencia o integraroviles, y superintegrongBluit
y Schmitz, 2004). En el primer caso, los integrocms#tienen fundamentalmente genes
de resistencia a antimicrobianos y pueden enceetrm transposones, plasmidos o en
el cromosoma bacteriano; los superintegrones, m#aano, se localizan en el
cromosoma y no suelen ir asociados a elementogigenénodviles. (Mazel, 2006).
Dentro de este grupo se han descrito cinco clasestdgrones en funcion de la
secuencia aminoacidica de la proteina Intl: claggehintll), clase 2iatl2), clase 3
(intl3), clase 4i0tISXTointl9) y clase 5iatIHS).

Los integrones delase 1tipicos (figura 11) son los mas comunes. Se catiaah
por presentar dos segmentos conservgfle€S y 3'-CS) que flanquean una regién
central variable donde pueden encontrase una asvadsetes génicas. El segmento
5’'CS contiene uno o dos promotores para la expretedasorfs insertadas, el gen de la
integrasantll y attll. En el segmento 3'CS se situan genes que dotarbacteria de
resistencia a compuestos derivados del amonio roaaie @ack frecuentemente con
la delecciordl) y a sulfonamidass(ill), y unaorf de funcién desconocida (Recchia y
Hall, 1995; Carattoli, 2001). A continuacion se g encontrar o no, una o dos
secuencias de insercion {I&6 e 1S1356, seguido de un modulo de transposicion
defectivo {ni) y toda la estructura esta flanqueada por repetes terminales invertidas
(IRs; Inverted Repeats). En los ultimos afios sedesectado frecuentemente integrones

de clase 1 que contienen el gel3en vez desullen un segmento 3'CS atipico.

Habitualmente los integrones de clase 1 se en@remicluidos en transposones

pertenecientes a la subfamiliaZlin
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Figura 11. Estructura de un integron de clase 1 tipico.

b. Elementos genéticos transponibles

Los elementos genéticos transponibles son elemeggagticos moviles que
poseen la maquinaria necesaria (enzima transposga@teinas reguladoras) para
promover su propia translocacion desde un sitioadon a un sitio receptor, sin
necesidad de homologia entre ambos. Ademas, pusdéener genes de resistencia a
antimicrobianos (Jacksomet al, 2011). Dentro de los elementos transponibles se

incluyen:

Secuencias de Insercion (ISElementos sencillos cuyo tamafio oscila entre 700
y 1000 pb. Poseen una region central que coddi¢eahsposasa flanqueada por IRs que
oscilan entre 10 y 40 pb. Las secuencias de idsese encuentran ampliamente
distribuidas y debido a su movilidad contribuyenndedo importante a la produccién
de mutaciones y variabilidad de los genomas.

Transposones (Tn).Elementos de mayor tamafio que contienen, ademéss de
genes necesarios para la transposicion, genesoaocsegue pueden conferir resistencia
a antimicrobianos (Rober&t al.,2008; Wagner, 2006). Los transposones se dividen en

dos clases:

-Transpones delase 10 compuestos. Presentan una estructura modulaafiar
por dos copias de una misma secuencia de insegu@naportan la maquinaria
necesaria para la movilizacion (Figura 12). Esfasd encuentran flanqueando la regién

central, variable, que frecuentemente incluye geeagsistencia a antimicrobianos.
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Figura 12. Representacién de transposén compuesi®d.Tn

-Transposones delase 20 complejos. Estan delimitados por IRs de longitud
variable (35-40 pb), contienen genes que codificgnenzimas transposasagA) vy
resolvasatpR), y una secuenciees (Figura 13). Todos estos elementos llevan a cabo
el proceso de transposicién replicativa que tiemaid en dos etapas. En la primera se
genera un cointegrado entre las moléculas donadmraeptora por accion del enzima
TnpA, seguido de la replicacion del transposén vk serie de nucleétidos presentes
inicialmente en el sitio diana de la insercion. IRrsiguiente etapa, el enzima TnpR
resuelve el cointegrado mediante una recombinaegpecifica de sitio entre las
secuenciases de cada una de las copias del transposon. Losptamses complejos
constituyen probablemente el grupo de elementaspaibles con mayor distribucion

en bacterias Gram negativas.
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Figura 13. Representacion esquematica del transposon canipié (Liebertet al.,1999)

Los plasmidos son elementos genéticos extra-cromosomicos queertida
capacidad de replicarse de forma auténoma (herestéble) (Figura 14). Codifican

funciones de resistencia a antimicrobianos, virtiieretc, que pese a no ser esenciales
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para la célula, aportan una ventaja selectiva ardaados ambienteEstan presentes
en casi todas las especies bacterianas y su tamaai@odesde unas pocas Kb (2 Kb)
hasta unas 400 Kb (Bennett, 2008; Carattoli, 2009).

Figura 14. Representacion esquematica de un plasmido conjogdR1) que contiene el transposén
compuesto ThO y una isla de resistencia formada por dos tramspss T® y Tn21, portador este Ultimo

de un integrén de clase 1 tipico.

Los plasmidos son clave en los procesos de tramsfier génica horizontal
mencionados con anterioridad, ya que muchos de plleden pasar de una célula a otra
mediante conjugacién o movilizacion. La conjugaaénun mecanismo replicativo por
el cual el plasmido se transfiere de una bacteoidadora a otra receptora. Dicha
transferencia puede ocurrir incluso entre bactdiiagenéticamente distantes, lo que

puede tener importantes consecuencias evolutivas.

Laisla genomica 1 (SGllkonstituye uno de los ejemplos mas representati®os
resistencia cromosoémica descritaSaimonellaenterica(Threlfall, 2000; Mulveyet al,
2006). Presenta un tamano de 43 kb y se localizd emomosoma d8almonellahacia

el extremo 3’ del gethdF.
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FACTORES DE VIRULENCIA

Salmonellaposee en su genoma un gran niamero de genes gfiearpthctores
de virulencia mediante los cuales lleva a cabaadgso de infeccion (Figura 15). Entre
ellos podemos distinguir dos grupos: 1) Genes qdéican estructuras superficiales de
la bacteria (LSP, flagelos, capsula y fimbrias); @@nes especificos de virulencia

localizados en el cromosoma, plasmidos, islas tgpaicidad o profagos.
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&
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\ /
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pram——— S
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ALRtotoxing

\\_ o

e Cipsula (Ag K)

Figura 15. Representacion esquematica de genes y factonasutincia deS. enterica(Madiganet al.,
1998, modificado).

Las estructuras superficiales son, ademas, diamhssidtema inmune del
hospedador y, por tanto, presentan gran variadiliaiatigénica debido a la presién
selectiva a la que se encuentran sometidas. Cpeatesa los genes especificos de
virulencia, codifican factores solubles que actaardificado la fisiologia celular del

hospedador o protegiendo a la bacteria de sistantasicrobianos del mismo.

TIPIFICACION

Existen diferentes métodos de tipificacion, aded&k serotipificacion explicada
con anterioridad. Estos se pueden clasificar engitopos: Métodos de tipificacion
fenotipicos (fagotipificacion y perfil de resistém@ antimicrobianos); y métodos de
tipificacion genotipicos (analisis plasmidico, PG#ectroforesis en campo pulsado:

PFGE:_Pulsed-Field Gel Electrophoresis, etc.).
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a. Métodos de tipificacion fenotipicos

La fagotipificacion consiste en la subdivision de aislamientos dehmiserotipo
de Salmonellaen fagotipos en base a las diferencias con res@etd sensibilidad-
resistencia frente a la infeccion vy lisis de latbaa por un papel de bacteri6fagos

especificos. Solo esta disponible para los ser®tipés relevantes.

El perfil de resistencia a antimicrobianos es utii como marcador en el
diagnéstico de brotes y para el seguimiento ddeletieidad de los antimicrobianos en
uso. Consiste en la determinacion del patron deilsédad o resistencia de los

diferentes aislamientos @&almonellaa un conjunto de antimicrobianos.
b. Métodos de tipificaciébn genotipicos

Los métodos de tipificacion genotipicos estan basamh el andlisis del genoma
parcial o completo. Dentro de ellos se incluyermiites andlisis: 1) Métodos basados
en la reaccion en cadena de la polimerd3@R). Consiste en la amplificacion
enzimatica de uno o mas fragmentos de DNA.AR3lisis plasmidica Requiere la
extraccidon de DNA plasmidico, seguida de su separag visualizacion en geles de
agarosa. Es un método rapido, barato y sencill®FBE. Se trata de una variacion de
la electroforesis convencional en geles de agagosia que la orientacion del campo
eléctrico se altera peridodicamente a través de puls®s, permitiendo la separacion de
fragmentos de gran tamafo. Esta técnica se basal estudio de la secuencia
nucleotidica del DNA que afectan a sitios de reconiento de la endonucleasa de

restriccion utilizada.
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Material y Métodos

CULTIVO Y CONSERVACION DE LOS AISLAMIENTOS ANALIZADO S

Las cepas bacterianas de referencia y los aisléosiejue han sido utilizadas en el

presente trabajo se detallan a continuacion.
Cepas de referencia:

Cepa controb. Typhimurium LT2. Sensible a antimicrobianos. Bat plasmido
de virulencia pSLT de 94 kb, especifico del sewmfigphimurium (McClellancet al,
2001).

Cepas control multirresistentes, procedentes dedi@sciones del Laboratorio de
Salud Publica (LSP) del Principado de AsturiasloG#mtro Nacional de Microbiologia

CNM, que actuan como centros regionales y naciergdaeferencia dgéalmonella

S Typhimurium LSP 14/92. Perteneciente al clon DI 1Pentarresistente
ACSSuT, portador de los genbkapse.;, floR, aadA2 sull y tet(G) de localizacién
cromosomica (Guerrat al, 2004).

S Typhimurium LSP 146/02. Perteneciente al clontaeasistente ACSSuT con
los genedlaoxa-1, catAl, aadAl sully tet(B) localizados en el plasmido pUO-StVR2
(Herreroet al.,2008).

S Typhimurium 4,5,12:i:- LSP 389/97. Se trata da wariante monofasica &
Typhimurium que no expresa la flagelina de seguada. Es resistente a ampicilina,
cloranfenicol, gentamicina, estreptomicina, sulfoigas, tetraciclina y trimetoprim,
codificadas por los gendsaregy-1, CMIAL aac(3}1V, aadAl aadA2 sull, sul2 sul3
tet(A) y dfrA12 aportados por el plasmido pUO-STmRV1 (Gastial, 2011).

S Enteritidis CNM 4839/03. Resistente a ampicilinaloranfenicol,
estreptomicina, sulfonamidas, tetraciclina y triopeim, gracias a los genétarem.1,
catA2 strA-strB, sull, sul2y tet(A) de localizacion plasmidica (Rodriguetzal,, 2006).

Estas cepas se utilizaron como controles para tablesimiento de las bases

moleculares de la resistencia a antimicrobianas typéicacion.

S Enteritidis ATCC 13076. Porta el plasmido de Mncia pSEV, especifico del
serotipo Enteritidis, y procede de la coleccion @raea de cultivos tipo “American

Type Culture Collection”.
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Tabla 3. Cepas objeto de estudio.

Material y Métodos

Brote Tipo de brote af:;ggos Aislamiento Sub-especie Serotipo Origen
Guarderia 4 LSP 40/10 Heces
1 Guarderia 4 LSP 41/10 Heces
Guarderia 4 LSP 42/10 Heces
Guarderia 4 LSP 43/10 Heces
Boda 11 LSP 139/10 Heces
Boda 11 LSP 140/10 Heces
Boda 11 LSP 141/10 Lenguado (relleno de marisco)
Boda 11 LSP 142/10 Sopa de marisco
Boda 11 LSP 177/10 Heces
Boda 11 LSP 178/10 . - Heces
enterica Enteritidis
2 Boda 11 LSP 189/10 Heces
Boda 11 LSP 190/10 Heces
Boda 11 LSP 191/10 Heces
Boda 11 LSP 192/10 Heces
Boda 11 LSP 193/10 Heces
Boda 11 LSP 194/10 Heces
Boda 11 LSP 195/10 Heces
Familiar 2 LSP 243/11 Heces
3 Familiar 2 LSP 250/11 Heces
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Restaurante 5 LSP 75/12 Heces
Restaurante 5 LSP 76/12 Heces
Restaurante 5 LSP 77/12 enterica Infantis Heces
Restaurante 5 LSP 78/12 Heces
Restaurante 5 LSP 79/12 Heces
Restaurante 5 LSP 100/12 Salsa ali oli
Familiar 2 LSP 97/10 Heces
Familiar 2 LSP 98/10 . Paratyphi Heces
N enterica ) Heces
Familiar 2 LSP 223/12 variante Java
. Heces
Familiar 2 LSP 249/12
Familiar 4 LSP 254/13 Carne de cerdo congelada
Familiar 4 LSP 255/13 Lomo de cerdo
Familiar 4 LSP 256/13 Cabeza y visceras de cerdo
Familiar 4 LSP 257/13 enterica Typhimurium Corteza de cerdo
Familiar 4 LSP 262/13 monofasica Heces
Familiar 4 LSP 263/13 Heces
Familiar 4 LSP 264/13 Heces
Familiar 4 LSP 277/13 Heces
Desconocido LSP 216/10 Heces
Desconocido LSP 228/10 salamae 4512 Heces
Desconocido LSP 230/10 R Heces
Desconocido LSP 232/10 Heces
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Los medios de cultivo utilizados fueron los sigtesn

Agar Eosina-Azul de metileno (EMB): Medio comercigkeparado segun las
instrucciones de la casa comercial (Oxoid). Seriéste por calentamiento hasta
llevarlo a ebullicion. Tras repartirlo en placastas se someten a la luz UV durante 15

minutos.

Agar Mueller-Hinton (MH): Medio comercial, prepamdambién segun las

instrucciones de la casa comercial (Oxoid).

Caldo Luria-Bertani (LB): Se preparo afiadiendo degextracto de levadura, 5 g

de triptona y 5 g de cloruro de sodio a un volumern litro de agua destilada.

Agar Luria-Bertani (LA): Se prepard a partir dedmlLB tras afadir 2 g de agar

por cada 100 ml del medio liquido.

Los ultimos tres medios fueron esterilizados emdaatve durante 20 minutos a

121°C y 1 atmésfera de presion.

Para el_aislamiento d8almonella las cepas fueron sembradas por agotamiento
(Figura 16) en medio EMB bajo condiciones de dglad en campana de flujo vertical.
Este medio es selectivo y diferencial p&@almonelladebido a que contiene un
colorante (azul de metileno) que inhibe el deskrrde bacterias Gram-positivas.
Ademas, la presencia de lactosa y de eosina (ucachat de pH) permite diferenciar
entre bacterias Gram-negativas fermentadoras des&ag¢comoE.coli), que originan
colonias de color rojo oscuro al virar la eosinmoaonsecuencia de la disminucién del
pH, y no fermentadoras de lactosa (coBadmonella cuyas colonias son transparentes.
A continuacién, se resiembran por agotamiento tdsntas correspondientes a cada
cepa en placas de LA, para su conservacion a 4%€,imoculan en caldo LB para su
posterior utilizacion. En todos los casos, la iraibn se realiza durante 24 horas a
37°C.
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Figura 16. Esquema de siembra por agotamiento.

Para la conservacion de las cepas a mas largo gdaaidaden a 700 ul del cultivo
en medio LB, 300 pl de glicerol. Se agita la mezdm el fin de conseguir una

poblacién bacteriana homogénea gue se almace8@ y& -70°C.

ANALISIS FENOTIPICO DE LA RESISTENCIA A AGENTES

ANTIMICROBIANOS

Se estudid la sensibilidad a 9 agentes antimicnoisigoor el método de difusion
disco-placa (antibiograma), que refleja la capatide un determinado compuesto para
matar o inhibir el crecimiento de una bacteriaaPar realizacion se inocula colonia
de cada aislamiento a analizar en 2,5 ml de meBiy ke dejo incubar en agitacion a
37°C durante 16 horas.

Pasado ese tiempo se diluy6é afiadiendo pal H@l cultivo previamente incubado
en 1 ml de LB. A continuacion se inocularon 10Gobre la superficie de una placa de
medio MH, mediante el método de siembra en salizsta.método permite repartir de
manera homogénea el cultivo liquido utilizando isopo estéril. Tras la inoculacion se
dispusieron discos de papel, de pequefio tamafioegmados con una cantidad
concreta de antimicrobiano (Tabla 4) sobre la digierdel medio inoculado, dejando
una cierta distancia de separacion entre ellosq@ppara que se puedan diferenciar

correctamente los halos de sensibilidad (Figura 17)
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Figura 17. Representacion esquematica de la disposicién stoglicon antibidtico sobre agar MH

previamente inoculado.

Tabla 4. Antimicrobianos y categorias de sensibilidad-resistencia.

Agente antimicrobiano Contenido Diametro del halo (mm)
disco (mg)
R IT o

Acido nalixidico 30 <13 14-18 <19
Ampicilina 10 <13 14-16 217
Ciprofloxacina 5 <31 21-30 <20
Cloranfenicol 30 <12 13-17 =18
Estreptomicina 10 <11 12-14 =15
Gentamicina 10 <12 13-14 =15
Sulfonamida 300 <12 13-16 217
Tetraciclina 30 <14 15-18 =19
Trimetoprim 5 <10 11-15 =16

R, resistencia; IT, resistencia intermedia; O, susceptibilidad.

Las placas se dejaron incubar con la tapa hadlzaatturante una noche a 37°C.
Al dia siguiente se procedi6 a la interpretacioriogeresultados, midiendo el diametro
de los halos de inhibicion. Los resultados delisisdlenotipico se establecieron en base
a los criterios de interpretacion delinical and Laboratory Standards Institu(€LSI,
2009; Tabla 4).
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AMPLIFICACION POR REACCION EN CADENA DE LA POLIMERAS A (PCR)

La amplificacion por PCR se utilizé para la deténaile genes de resistencia, de
elementos genéticos moviles y del gen de viruleapiaC de localizacion plasmidica.
En las reacciones de amplificacion se usé comoenbfs-5 pl de DNA. EI DNA molde
utilizado en la PCR se libera por ebullicion. Pelta se transfiere 1 ml de un cultivo en
medio LB a un tubceeppendorfy se centrifuga a 14.000 rpm durante 6 minutos. Se
elimina el sobrenadante con ayuda de una pipetassspende el sedimento en @00
de TE estéril y se hierve en un bafio de agua duEhiminutos. Una vez hervido se
enfria en hielo y se centrifuga a 4°C, 14.000 rpmadte 2 minutos. Finalmente se
transfiere el sobrenadante a un nuevo tfggendorfgue se guarda bajo condiciones de
congelacion. Este DNA extraido corresponde al ni@tgenético total (cromosémico y

plasmidico) del aislamiento.

Ademas, para la amplificacion por PCR hay que afidds oligonucleétidos
apropiados que anillen con las cadenas opuestadNi&lImolde y con sus extremos
3'orientados hacia el interior del fragmento que gggere amplificar; los cuatro
desoxirribonucledtidos trifosfato (ANTPs, GE Heedtie); el enzima DNA polimerasa
termorresistente (Roche Diagnostics) y su tampdmedecion. Los oligonucleotidos
empleados, su secuencia, temperatura de anillamjeet tamafno de los amplicones

resultantes se especifican en la Tabla 5.

Tabla 5. Oligonucledtidos utilizados como iniciadores para la detecciéon de genes de resistencia, de

elementos genéticos méviles y de virulencia.

Iniciador Secuencia Tamafio T°C  Referencia
(pb)

Resistencia a acido Nalidixico

gyrA AAATCTGCCCGTGTCGTTGGT/ 343 55 Vila et al., 1994
GCCATACCTACGGCGATACC

Resistencia a ampicilina

blapse.1 CGCTTCCCGTTAACAAGTAC/ 419 65 Sandvang et al., 1997
CTGGTTCATTTCAGATAGCG

blaoxa1 ~ AGCAGCGCCAGTGCATCA/ 708 60 Guerra et al., 2000
ATTCGCCCCAAGTTTCC

blarems ~ TTGGGTGCACGAGTGGGT/ 503 55  Arlety Phillipton, 1991
TAATTGTTGCCGGGAAGC
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Resistencia a sulfonamidas

sult CTTCGATGAGAGCCGGCGGC/ 436 65 Sandvang et al., 1997
GCAAGGCGGAAACCCGCGCC
sul2 TCAACATAACCTCGGACAGT/ 707 55 Chuetal., 2001
GATGAAGTCAGCTCCACCT
sul3 GAGCAAGATTTTTGGAATCG/ 700 50 Perreteny Boerlin, 2003
CTAACCTAGGGCTTTGGA
Resistencia a estreptomicina
StrA AAAATCGCACCTGCTTCCC/ 669 60 Madsen et al., 2000
CCAATCGCAGATAGAAGGC
strB GGATCGTAGAACATATTGGC/ 507 60 Martinez et al., 2005
ATCGTCAAGGGATTGAAACC
aadA2  TGTTGGTTACTGTGGCCGTA/ 622 56  Walker et al., 2001
GATCTCGCCTTTCACAAAGC
Resistencia a tetraciclina
tet(A) GCTACATCCTGCTTGCCT/ 210 55 Ngetal, 2001
CATAGATCGCCGTGAAGA
tet(B) TTGGTTAGGGGCAAGTTTTG/ 659 55 Ngetal, 1999
GTAATGGGCCAATAATACCG
tet(G) GCTCGGTGGTATCTCTGC/ 500 55 Guerraetal., 2001
AGCAACAGAATCGGGAAC
Transposoén Tn3
tnpA GTGCTGACTGGCAGGCAAATCGG/ 532 60 Rodriguez et al., 2006
GCCTGAAAATCAACCAGTCTGGC
Transposén Tn10
IS10 CTGATGAATCCCCTAATG 9148 55  Schnabely Jones, 1999
tnpA GTGCTGACTGGCAGGCAAATCGG/ 536 60 Rodriguez et al., 2006.
(Tn3) GCCTGAAAATCAACCAGTCTGGC
tetD ATGTGGCGAATAAAGCGGGT/ 108 60 Martinez, N. 2007
CAAACGACGAGCACGAATATAGC
tetC ATGCCTACATCACAACAAAAACTG/ 210 60 Martinez, N. 2007
TGCTGACAATGGCGTTTACCT
tetR ACAACCCGTAAACTCGCC/ 366 55 Morsczeck et al., 2004
TTCCAATACGCAACCTAAAG
Integron de clase 1
intl1 GCCTTGCTGTTCTTCTAC/ 558 55 Ngetal, 1999
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GATGCCTGCTTGTTCTAC
Genes de virulencia
spvC ACTCCTTGCAACCAAATGCGGA/ 566 60  Chiuy Ou 1996

TGTCTTCTGCATTTCGCCACCATCA

Las mezclas deben realizarse en hielo para asedmrastabilidad de los
componentes. Una vez elaboradas, la reaccion sa #abo en un termociclador
(MyCycler termal cycler, Bio-Rad; GeneAmp PCR Sgsteodelos 2400 o 9700, PE
Applied Byosistems) donde tienen lugar las trepasadel proceso de amplificacion
(desnaturalizacion, anillamiento y elongacién) (F&gy18). Estas constituyen un ciclo y
cada ciclo se repite de 25 a 35 veces, bajo ladidones que se recogen en la Tabla 6.
Asi se obtiene un incremento exponencial del nurderoopias del fragmento de ADN
delimitado por los oligonucledtidos. Los ciclos v@ampre acompafados de una etapa
de desnaturalizacion inicial y de una etapa degeloidn final. En todos los casos se

incluy6 un control positivo y un control negativo.

Tabla 6. Condiciones de amplificacion

Desnaturalizacion Amplificacién Elongacion
inicial final
30 ciclos
95°C 5 min 95°C 30's 72°C 5 min
T°C?30s
72°C to

al a temperatura de anillamiento es especifica para cada pareja de iniciadores empleada y se indica en la Tabla 5.
bE| tiempo de amplificacion varia en funcion del tamafio del amplicon (1 minuto por cada 1000 pb).

A continuacién se describe el proceso con masldetal

1) Desnaturalizacion inicial: tiene lugar a una terapgr de 95°C, la cual se mantiene
durante 5 minutos. La desnaturalizacion del DNATper la separacion de las dos
cadenas de DNA molde.

2) Amplificacion: generalmente se realizan 30 cicknsque puede variar de 25 a 35.
En ellos tiene lugar: a) Desnaturalizacion, b) kaniiento, mediante la cual se
produce la unién a las regiones complementariasele®NA molde de los
oligonucleodtidos directo y reverso, que actuardna@miciadores para la sintesis de

DNA por la Taq polimerasa. La temperatura adecuadpende de los
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oligonucledtidos utilizados y debe calcularse pada caso a partir de la siguiente
formula:

2 (A+T) + 4 (G+C) = T2 - 4 = T2 final

c) Elongacion, etapa en la que se produce la adgaéuencial de los distintos dNTPs a
partir del extremo 3’ de los iniciadores. La eloriga es llevada a cabo por la
polimerasa que actla siguiendo las “instrucciomnkes’"DNA molde a una temperatura
de 72°C. El tiempo de elongacién ha de calculaisedo de 1 minuto por cada 1000
pares de bases a amplificar.

3) Elongacién final: Se lleva a cabo a 72°C y puhdear entre 5 y 10 minutos.

m Desnaturalizacion (95°C)

| il |

L PR oo g g g sl

m Anillamiento (40-65°C)

N 25-35
—
LA ciclos

‘o g
DNA polimerasa u Elongacion (72:C)

I ¥
| ATTTHHITETE
Ty e

— Copias

—r

Figura 18. Representacion esquemética de las etapas de tta PC
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La separaciéon de los fragmentos tuvo lugar medialgetroforesis en geles de
agarosa (1-1,5% en tampon TAE; Tris-Acetato 40 nHi84&DTA 1 mM), utilizando
como marcador molecular el DNA del fagaligerido con el enzima de restriccion Pstl
(Takara) a 37°C durante 1 noche. Posteriormergggdies se tifieron con una solucion
acuosa de Bromuro de etidio y se visualizaron entransiluminador de luz UV

incorporado al sistema de captacion de imagene®&eY XR (Bio-Rad).
SECUENCIACION

La secuenciacion de los fragmentos amplificadosPRR se llevo a cabo para la
deteccidon de los cambios en el gen que codifienzima DNA girasa causantes de la

resistencia al acido nalidixico en los aislamient®S. Enteritidis estudiados.

Tras la reaccion de PCR el DNA se purific6 mediamekit (GE Healthcare
UK), que consta de columnas por las que se haeg ppADN GFX MicroSpinTM y
3 soluciones preparada#/gsh buffer type 1, Capture buffer type 3, Elubaffer type

4). El procedimiento que se siguio fue el que serl®sa continuacion:

Se afnadieron 25Ql de Capture buffer type & cada uno de los productos de
amplificacion por PCR. La mezcla se depositd erctdamnas proporcionadas por el
kit, previamente colocadas en tubos colectoreg gemtrifugd a 8.000 rpm durante 2
minutos, tras los cuales se extrajeron los tubdsgleolumnas y se deseché el liquido
eluido. A continuacion se colocaron de nuevo tuenslas columnas dentro de los
tubos, se afadieron 50de Wash buffer type, ke centrifugaron a 14.000 rpm durante
1 minuto y se transfirieron a tubeppendorkstériles. Tras esta segunda centrifugacion
se afiadio a cada columna @de elution buffer type 4que consiste en 8 destilada)

y se dejaron a temperatura ambiente durante 1 miRaisado este tiempo se volvieron
a centrifugar a 8.000 rpm durante 3 minutos, reautp el DNA en los tubosppendorf

(Figura 19) que se mantuvieron a -20°C hasta sio grara la secuenciacion.

S
= | {I» ~ 3=
Figura 19. Representacion esquematica de las etapas defiagmidn del DNA.
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La secuenciacion fue llevada a cabo por la compaifeaCROGEN Inc.
(Amsterdam). Las secuencias obtenidas (Figura @)recesaron con los programas

Clone Manager Professional Suitersion 7y ContigExpres®.
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Figura 20. Ejemplo de un cromatograma correspondiente aagnfento del gen gyrA de un aislamiento

deS. Enteritidis resistente a acido nalidixico.

ANALISIS PLASMIDICO . EXTRACCION DE DNA PLASMIDICO

El método utilizado para la extraccion del DNA phdgico y poder determinar su
tamafio molecular consiste en la lisis alcalina ml@spor Kado y Liu (1981). Este
método aprovecha las diferencias existentes enBdl& cromosomico y el plasmidico

permitiendo purificar plasmidos de gran tamafiotéh&aS0 kb) de forma rapida.

Para la realizacion de la técnica se sembré emR¢e LB una colonia aislada de
los diferentes aislamientos en estudio y se incub@& noche en agitacion a 37°C.
Posteriormente, se transfirié 1,5 ml del cultivoL&ha un tubo eppendorf, se centrifugd
durante 5 minutos a 14.000 rpm y se elimind el eméddante. Al precipitado obtenido
se adicionaron 2(l de la solucion KD-I (5 ml de Tris-HCI 1M pH 8, @@l de EDTA
0,5M pH 8 y HO destilada hasta enrasar a 100 ml) y se resuggendas células para
obtener una suspension homogénea. Dicha solucion gbDutiliza, por tanto, para
resuspender el sedimento bacteriano. A continuasafiadieron 100 pl de la solucion
KD-II (0,60 g de Tris, 3 g de SDS, 4,1 ml de NaON, 2nrasar hasta 100 ml conCH
destilada; pH a 12,5) y se invirtieron varias velosstubos con suavidad. La solucion
KD-II se utiliza para lisar las células graciasdatergente SDS. Una vez afadida la
solucion de lisis se procedié a la incubacion dentaestras en un bafio de agua a 55°C

durante 30 minutos lo que, junto al pH basico, caeda la desnaturalizacion del DNA
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plasmidico y del DNA cromosOmico. Tras este periddancubacion se afadieron 50
ul de fenol &cido y 50 pl de cloroformo-isoaminoalal, se mezclé6 suavemente por
inversion y se centrifugé 15 minutos para sepasudistintas fases. En un nuevo tubo
eppendorf se recogié la mayor cantidad posibleade ficuosa evitando el arrastre de
los restos celulares de la interfase. Esta contieéhdNA plasmidico (circular,
covalentemente cerrado y superenrrollado) que rsgturaliza al disminuir el pH por
accion del fenol acido. Sin embargo, el DNA crommog®, fragmentado durante la

extraccion, permanece insoluble en la interfase.

Para su visualizacion, 20 ul de la solucion desmido obtenida junto a 2 pl de
tampdn de carga, se sometiron a electroforesielss gle agarosa al 0,6% en tampoén
TAE 1X.

Como control de tamarios se utilizaron los plasmdig.coli 39R861, R1, RP4,
R27 y V517. Ademas del DNA del fagodigerido con el enzima de restriccion Pstl y
Hindlll. Los geles fueron tefiidos y visualizadoguséndo el método explicado

anteriormente.
ELECTROFORESIS EN CAMPO PULSADO (PFGE)

La tipificacion de los aislamientos de los difeemntbrotes se llevd a cabo
mediante una técnica basada en la digestion del Bi¥6A con una endonucleasa de
restriccion que corta con baja frecuencia, segd&alectroforesis en campo pulsante
(PFGE). La electroforesis en campo pulsante (Sapklebal., 2001) es una variacion
de la electroforesis convencional en geles de agaen la que la orientacién del campo
eléctrico se altera periddicamente (pulsos) peemid la separacion de fragmentos de
gran tamafio (mas de 1000 kb). Cuando el primer caglgrtrico se aplica al gel, las
moléculas se desplazan hacia el polo positivoa@iréccion del mismo. Después de un
tiempo este primer campo se suprime y se activafotmando angulo con el anterior.
El DNA antes de migrar en la direccién del seguodmpo eléctrico debe cambiar su
conformacion y reorientarse. La reorientacion reguide un tiempo que va a depender

del tamafo de los fragmentos, siendo mayor endasalor tamafio.

El resultado de la técnica es la generacion delggeide un nimero variable de
bandas (PFGE-tipos o pulsotipos), de tamafios comdjges entre 15 kb y mas de 1000

-[36]-



Material y Métodos

kb, de facil interpretacion y que se pueden comaid@apas de macrorrestriccion del

genoma de la cepa.

Para la preparacion de los blogues necesariosr@aliaar el campo pulsante, se
resuspendio cada cepa, previamente sembrada eo bigdén 2 ml de tampon CSE
ml de Tris-HCL 1M pH8, 20Qul EDTA 0,5M pHS8, enrasado a 100 ml con H20
destilada). A continuacion se midié la absorband@ la suspension en un
espectrofotdmetro a una longitud de onda de 61§ emfuncién del valor obtenido la
absorbancia obtenida para cada cepa se calculal@nen inicial de suspension
necesario para cada cepa y se completa hasta 4 |tSB. Se desea conseguir una

absorbancia de 1,35 a 610 nm.

Se prepar0 agarosa especial para los blogues (B&aékl AgaroseCambrey al

1% en una solucién de SDS (1%) en tampon TBE O0%Kl(de TBE 5X (54 g/L de
Tris (hidroximetil) aminometano, 27,5 g/L &cido iod; 20 ml EDTA 0,5M pH8) y
enrasar a 100 ml con,B destilada) y se mantuvo en un bafio a 70°C. Skexfia 20

ul de proteinasa K a cada suspension de célulasrimws y se incubaron durante 15
minutos a 37°C. A continuacion se mezclaron 2i0@e suspension celular con 200
de agarosa y se distribuyd en moldes, que se degadSC durante 15 minutos para su
solidificacion.

Una vez enfriados los bloques, se sumergieronrapda de lisis. Se prepard una
solucion con 2 ml de tampon de lisis (5 ml de HEGE 10 ml EDTA 0,5M pHS8, 10 ml
de sarcosina 10%, enrasado a 100 ml H20O destilaglalementado con 10l de
proteinasa K. Se pasaron los bloques de agarostaaselucion y se dejé incubar
durante 2 horas en un bafio de agua con agitacida eemperatura de 55°C.

A continuacion se realizaron 5 lavados a 50°C eta@gn durante 15 min, el
primero de ellos con agua destilada, siguiéndalesot con TE (10 mM Tris, 1 mM
EDTA, pH 8). La lisis de las células incluidas elodques de agarosa, asegura la

liberacion del DNA intacto.

Una vez preparados, los bloques se estabilizamrectampon de la enzima que
se utilizara en la digestion, manteniéndolos der@t min a temperatura ambiente y se

procedi6 con la digestion enzimética.
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Para la digestion enzimatica se empleé % bloque glamiento para cada
digestion. Se utilizaron dos enzimas de restricaé@énmanera independiente: Xbal
(Tris/HCI 0,AM pH7,5, MgCI2 0,1M, Dithiothreitol 01M, NaCl 0,5M) y Binl
(Tris/HCI 0,2M pH8,5, MgClI2 0,1M, Dithiotreitol 0JM, KCI 1M). Se equilibré ¥ de
bloque en 5Qul de tampdén de equilibrado (48 de H20O destilada estéril, @ de
tampén de digestidn especifico para cada enzimantki 30 minutos a 4°C. A
continuacion se afadieron gBde H20 destilada estéril,|B de tampdn de digestion y
2 ul de enzima y se incubd durante 3-4 horas a 37%@esAde cargar el gel se elimind
la mezcla de digestion, se afadieronb@e TBE 0,5X a cada muestra y se dejé

reposar durante 15 minutos a 4°C.

Para la preparacién del gel de agarosa se utitizak® ml de agarosa al 1%
disolviendo 1,5 g (Pulsed Field Certified Agaros®,0Pronadisg en 150 ml de TBE
0,5X. A continuacion se coloco cuidadosamente ¥lalgue digerido sobre cada una de
las puas de un peine dispuesto en el molde utdizzata preparar el gel y se dejo
reposar con el fin de que los bloques se fijasgrerle y no se deslizasen al verter la
agarosa. Por ultimo se vertié en el molde la agafwsdida por ebullicion y enfriada a

60°C, y se dejo6 solidificar a temperatura ambiente.

Para la separacion de los fragmentos se realizélentoforesis en una cubeta de
campos pulsados CHEF DR-IIl con 2L de TBE 0,5X.vBltaje fue de 6V/icm, y se
empled una rampa lineal pulsada de 2 a 64 seguhdaste 22 horas a 14°C, con un
angulo de orientacién de 120° que determina lodgben girar los fragmentos cada vez
gue se cambia la orientacién del campo. Una vezinada la electoforesis se tifié el gel

y se visuaizé de modo similar a una PCR.

Como control de tamafio se utilizaron el marcadoladder New England
BioLabg y el DNA de S. Branderup H9812 digerido con Xbal, de acuerdo don e
protocolo propuesto por PulseNet (http://www.cde/galsenet/PDF/ecoli-shigella-
salmonellapfge-protocol-508c.pdf), la red internacional détgpificaion molecular de

patogenos transmitidos por alimentos, para norayajizomparar perfiles PFGE.
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Resultados y Discusion

AISLAMIENTO DE SALMONELLA ENTERICA

Los 41 aislamientos d&. entericaestudiados a lo largo de este proyecto se
obtuvieron a partir de muestras clinicas (heces)imentos durante los afios 2010,
2011, 2012 y 2013.

Todos los aislamientos fueron cultivados en medMBE previamente a la
realizacion de otros estudios, mediante la técmieasiembra por agotamiento y

posteriormente se incubaron a 37°C.

Como resultado se obtuvieron colonias transpararie®dos los casos, aspecto
caracteristico del géne&almonellaal no fermentar lactosa en dicho medio diferdncia
(Figura 21).

Figura 21. Crecimiento caracteristico &almonella entericen medio EMB.

ANALISIS FENOTIPICO DE LA RESISTENCIA A ANTIMICROBIA NOS

En primer lugar se valoré la sensibilidad/resisi@me los aislamientos objeto de
estudio frente a un panel de 9 antimicrobianos amédila técnica de difusion en agar
(antibiograma). Los antimicrobianos utilizados @®ho su mecanismo de actuacion se
resumen en la Tabla 7 y los resultados obtenidpsesentan en la Tabla 8. De un total
de nueve brotes analizados, sOlo en dos de ellssados polS. entericasubsp.
salamag(BS-1/10) y por el serotipo Enteritidis 8e entericasubspenterica(BE-3/11),
los aislamientos implicados fueron susceptiblesdag los antimicrobianos ensayados.
Otros aislamientos responsables de brotes fueristertes a un unico antimicrobiano,
en concreto acido nalidixico (BE-1/10 y BE-2/10,usados por Enteritidis) o
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estreptomicina (BPJ-1/10 y BPJ-2/12, de ParatyphvaBiedad Java y BI-1/12 de
Infantis). Por el contario, los aislamientos desd@iante monofasica de Typhimurium

(BTm-1/13) fueron

resistentes a cuatro antimia@obs no relacionados: ampicilina,

estreptomicina, sulfonamidas y trimetoprim, pudeeondnsiderarse multi-resistentes.

Tabla 7. Antimicrobianos utilizados, grupo y mecanismo de accion.

Antimicrobiano

Ampicilina

Estreptomicina

Gentamicina

Tetraciclina

Cloranfenicol

Sufonamidas

Trimetoprim

Acido nalidixico

Ciprofloxacina

Grupo

Penicilinas
(B-lactamicos)

Aminoglucosidos

Tetraciclina

Fenicoles

Sulfonamida

Diaminopirimidina

Quinolonas

Fluoroquinolonas
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Mecanismo de actuacion

Interfieren con la biosintesis del peptidoglicano,
componente esencial de la pared celular bacteriana
y activan autolisinas bacterianas.

Se unen de manera irreversible a la subunidad 30S
del ribosoma bacteriano, bloqueando la iniciacion de
la sintesis de proteinas.

Se une de manera reversible a la subunidad 30S del
ribosoma bacteriano, bloqueando la elongacién de
la cadena peptidica.

Inhibe la sintesis proteica al unirse reversiblemente
a la subunidad ribosomal 50S bloqueando la
actuacion del enzima peptidil transferasa.

Analogos estructurales del acido p-amino benzoico.
Inhiben de forma competiva al enzima
dihidropteroato sintetasa, impidiendo la sintesis de
acido dihidropteroico, precursor del acido folico, el
cual interviene en la sintesis de purinas y pirimidinas
(elementos esenciales en la construccion de los
acidos nucleicos).

Compite por la enzima dihidrofolato reductasa
impidiendo, al igual que las sulfonamidas, la sintesis
de &cido fdlico.

Blogquean a los enzimas topoisomerasa Il (DNA
girasa) y topoisomerasa |V, que intervienen en los
procesos de replicacion, particion y transcripcion del
DNA.
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Tabla 8. Susceptibilidad/Resistencia a antimicrobianos de aislamientos de Salmonella enterica causantes de brotes en el Principado de Asturias.

Brote Aislamiento Antimicrobiano
AMP CIP CHL GM NAL STR SUL TET W
Salmonella enterica subespecie enterica

LSP 40/10 0 0 0 0 R 0 0 0 0

LSP 41/10 0 0 0 0 R 0 0 0 0

BE-1/10 LSP 42/10 0 0 0 0 R 0 0 0 0
LSP 43/10 0 0 0 0 R 0 0 0 0

LSP 139/10 0 0 0 R 0 0 0 0

LSP 140/10 0 0 0 0 R 0 0 0 0

LSP 141/10 0 0 0 0 R 0 0 0 0

LSP 142/10 0 0 0 0 R 0 0 0 0

LSP 177/10 0 0 0 0 R 0 0 0 0

LSP 178/10 0 0 0 0 R 0 0 0 0

BE-2/10 LSP 189/10 0 0 0 0 R 0 0 0 0
LSP 190/10 0 0 0 0 R 0 0 0 0

LSP 191/10 0 0 0 0 R 0 0 0 0

LSP 192/10 0 0 0 0 R 0 0 0 0

LSP 193/10 0 0 0 0 R 0 0 0 0

LSP 194/10 0 0 0 0 R 0 0 0 0

LSP 195/10 0 0 0 0 R 0 0 0 0

LSP 243/11 0 0 0 0 0 0 0 0 0

BE-3MT | sp 50111 0 0 0 0 0 0 0 0 0
LSP 97/10 0 0 0 0 0 R 0 0 0

BPJ-1110 LSP 98/10 0 0 0 0 0 R 0 0 0
LSP 223/12 0 0 0 0 0 R 0 0 0

BPJ-2112 LSP 249/12 0 0 0 0 0 R 0 0 0
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Brote Antimicrobiano

Serotipo LIRS AMP CIP CHL GM NAL STR SUL TET | TMP

LSP 75/12
LSP 76/12
LSP 77/12
LSP 78/12
LSP 79/12
LSP 100/12

BI-1/12

LSP 254/13
LSP 255/13
LSP 256/13
LSP 257/13
LSP 262/13
LSP 263/13
LSP 264/13
LSP 277/13

BTm-1/13

O 000000 HOO O OO oo
eNeNeNoNoNoNoNolleNoNoNoNoNo
eNeNeNoNoNoeNoNolleNoNoNoNo N
eNeNeNoNoNoNoNolleNoNoNoNo N
eNeNeNoNoNoNoNolleNoNoNoNoNo
000000 XN0O 00000
O 2000000 HOO O OO oo
000000000 0o oo
eNeNeNoNoeNoeNoNolleNoNoNoNo N

Salmonella enterica subespecie salamae

LSP 216/10
LSP 228/10
LSP 230/10
LSP 232/10 0 0 0 0 0
B, brote; E, Enteritidis; PJ, Paratyphi variante Java; |, Infantis; Tm, variante monofasica de Typhimurium, S, Salamae.
AMP: ampicilina; CIP: ciprofloxacina; CHL: cloranfenicol; GEN: gentamicina; NAL: acido nalidixico; STR: estreptomicina; SUL: sulfonamidas; TET: tetraciclinas; TMP:
trimetoprim. O, susceptibilidad; R, resistencia

BS-1110

O O O
O O O
O O O
O O O
O O O
O O O o
O O O o
O O O o
O O O o
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DETECCION DE GENES DE RESISTENCIA A ANTIMICROBIANOS

Los aislamientos estudiados resistentes a algimiardbiano (Tabla 8) fueron
analizados mediante PCR para identificar los gegmsonsables de dichas resistencias.

En los 8 aislamientos resistentes a ampicilina (BITt8) se investigoé la
presencia de los genddargw.1, blaoxa1 Yy blapse.1 que codificanp-lactamasas que
hidrolizan el anillop-lactamico de las penicilinas. En todos los cagodetectd el gen

blarem-1.

En los 8 asilamientos resistentes a sulfonamidaBm(®/13) se estudio la
presencia de los gensgll, sul2y sul3que codifican enzimas dihidropteroato sintetasas
alternativas resistentes (DHPS-I, DHPS-Il y DHASréspectivamente). En todos ellos

se demostro la presencia de los gend8y sul3.

En los 8 aislamientos resistentes a tetraciclinen{®/13) se analiz6 la presencia
de los geneset(A), tet(B) y tet(G), que codifican proteinas de membrana que actian
como bombas de expulsion del antimicrobiano. To@son positivos para el gen
tet(B).

En los 16 aislamientos resistentes a estreptomigciaa los 2 aislamientos con
fenotipo intermedio se investigd la presencia degenestrA, strB y aadA Los genes
StrA (aph(6)-19 y strB (aph(6)-1d fosforilan un grupo amino de la estreptomicina en
posicion 6 mediando Unicamente resistencia a éstrégina, mientras que el gaadA
[ant(2”)] adenila un grupo hidroxilo del antibiético en fesicion 3’ confiriendo
resistencia a estreptomicina y espectinomicinaldsnaislamientos de los brotes BlI-
1/12 (75/12, 76/12, 77/12, 78/12, 79/12), BPJ-1@N'10, 98/10), BPJ-2/12 (223/12,
249/12), se detectd la presencia del g&B; mientras que para los aislamientos
pertenecientes al brote BTm-1/13 (254/13, 255/B8/13, 257/13, 262/13, 263/13,
264/13, 277/13) se demostro la presencia de lossgir y strB que suelen ir juntos y

precedidos en muchos casos por elgda

En conjunto, los aislamientos del brote BTm-1/1& & positivos para los genes
blargw-1-strA-strB-sul2sul3tet(B) que justifican la tetrarresistencia a ampiailin
estreptomicina, sulfonamidas vy tetraciclina. A gaén del gensul3 este perfil de
resistencia coincide con el caracteristico del denado clon europeo de la variante
monofasica 4,[5],12:i:- de Typhimurium. Esta vat@arse encuentra ampliamente
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distribuida en numerosos paises europeos, inclEgiafia. La region responsable de
esta tetrarresistencia ha sido secuenciada a partirn aislamiento clinico de Italia
(Lucarelli et al., 2012), identificandose dos regiones de resistelocializadas en el
cromosoma. Una de ellas aporta los gdvlag:y.1, StrA-strB y sul2 y la otra el gen
tet(B). Ya se han descrito varios brotes causadoggtarvariante en Europa, a los que
se suma el analizado en el presente trabajo (Mgssoal., 2007; Raguenaudt al.,
2012; Agasart al.,2002).

La resistencia a acido nalidixico se debe a mutasi@n los geneag/r y par que
codifican las enzimas topoisomerasa |l (DNA girasdppoisomerasa |V, las cuales
constan de dos subunidades denominadas A y B. uaciones en el gegyrA, que
codifica la subunidad A de la DNA girasa, son lasseamas comun de resistencia a
quinolonas. Por este motivo se amplific6 dicho gam todos los aislamientos
resistentes, (brotes BE-1/10 y BE-2/10), y se sedason los fragmentos resultantes de
la amplificacion. Todos los aislamientos resistergeacido nalidixico presentaron una
mutacion que cambié el codén “GAC” correspondieateAspartico (Asp) de la
posicion 87 por el codon “TAC” de Tirosina (Tyr).

El serotipo Enteritidis, mayoritario en infeccioneemanas y causante de los
brotes BE-1/10, BE-2/10 y BE-3/11, presenta generate una baja resistencia a
antimicrobianos. La resistencia a acido nalidixigesentada por los aislamientos de
dos de los tres brotes analizados en este trabajustituye una excepcion. Esta
resistencia se asocia al uso de quinolonas (pahmgnte enrofloxacina en aves de
corral), como promotoras del crecimiento de anisdkestinados al consumo humano.
La utilizacion de antimicrobianos como promotored drecimiento se practicO de
forma generalizada durante muchos afos, aunqua &ctualidad esta prohibida en la

Union Europea.

DETECCION DE ELEMENTOS GENETICOS MOVILES (EGMYS)

A continuacion se investigoé la presencia/auseneialementos genéticos moviles
asociados a los genes de resistencia identific&iies elementos genéticos fueron los
transposones By Tnl0. Los resultados obtenidos se muestran en la @&abla
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El gen de resistencia a ampicilifdargy., se localiza frecuentemente en el
transposén T& Para investigar la posible asociacién entre amdgmgealiz0 una
amplificacion del gennpA que codifica la transposasa especifica de esspiwaan, en
todos los aislamientos resistentes a ampicilina. é€nbargo, ninguno de ellos fue

positivo.

El gen de resistencia a tetraciclie#{B) se encuentra normalmente insertado en el
transposon TiO, junto con los gene®tR tetCy tetD. Para determinar la presencia de
este transposdén en todos los aislamientos portmddet gen, se realiz6 una
amplificacion de estos genes y de la secuenciasbdion 130 que flanquea a T,
siendo positivos par@tRYy tetD pero no paraetC e ISLO. Esto sugiere la presencia de
un transposén TkO defectivo y concuerda con lo observado para ladmegle
resistencia secuenciada por Lucartlal (2012).

Tabla 9. Resultados.
Brote Aislamiento Fenotipo Genotipo EGMs

Salmonella enterica subespecie enterica

LSP 4010 NAL qyrA(ASplTyT)

seqng  LSPAINO NAL qyrA(Asps/Tyr)
LSP 42110 NAL qyrA(Aspe/Tyr)
LSP 43110 NAL qyrA(ASpe/Tyr)
LSP 139/10 NAL qyrA(AspeTyr)
LSP 14010 NAL qyrA(ASps/Tyr)
LSP 141110 NAL qyrA(ASpeTyr)
LSP 142/10 NAL qyrA(Aspe/Tyr)
LSP 177110 NAL qyrA(Aspe/Tyr)
LSP 178/10 NAL qyrA(ASps/Tyr)

BE-20  LSP 189/10 NAL qyrA(ASpsTyr)
LSP 190110 NAL qyrA(Aspe/Tyr)
LSP 191110 NAL qyrA(ASpe/Tyr)
LSP 192/10 NAL ayrA(ASpeTyr)
LSP 193110 NAL qyrA(ASpsTyr)
LSP 194/10 NAL qyrA(Aspe/Tyr)
LSP 195/10 NAL qyrA(Aspe/Tyr)
LSP 243/11 Sensible

BE3M sp 250111 Sensible
LSP 9710 STR S8

BPJMO | spggi0 STR strB
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LSP 223/12 STR strB

BPJ-2M2 | sp osor2 STR stB
LSP 75/12 STR strB
LSP 76/12 STR strB
LSP 77/12 STR strB
BHM2 P a2 STR strB
LSP 79/12 STR strB
LSP 100/12 Sensible
LSP 254/13 AMP-STR-SUL-TET blarewm.1-strA-strB- Tn10
sul2-sul3-tet(B)
LSP 255/13 AMP-STR-SUL-TET blarem.1-strA-strB- Tn10
sul2-sul3-tet(B)
LSP 256/13 AMP- STR-SUL-TET blarewm.1-strA-strB- Tn10
sul2-sul3-tet(B)
LSP 257/13 AMP-STR-SUL-TET blarewm.1-strA-strB- Tn10
BTm-1/13 sul2-sul3-tet(B)
LSP 262/13 AMP-STR-SUL-TET blatem.1-strA-strB- Tn10
sul2-sul3-tet(B)
LSP 263/13 AMP-STR-SUL-TET blarem.1-strA-strB- Tn10
sul2-sul3-tet(B)
LSP 264/13 AMP-STR-SUL-TET blarewm.1-strA-strB- Tn10
sul2-sul3-tet(B)
LSP 277/13 AMP-STR-SUL-TET blarewm.1-strA-strB- Tn10
sul2-sul3-tet(B)
Salmonella enterica subespecie salamae
LSP 216/10 Sensible
BS-1113 LSP 228/10 Sensible
) LSP 230/10 Sensible
LSP 232/10 Sensible

AMP: ampicilina; CIP: ciprofloxacina; CHL: cloranfenicol; GEN: gentamicina; NAL: &cido nalidixico;
STR: estreptomicina; SUL: sulfonamidas; TET: tetraciclinas; TMP: trimetoprim.

DETECCION DE PLASMIDOS

El andlisis plasmidico de los 19 aislamientosSd&nteritidis (Figuras 22 y 23)
reveld la presencia en todos ellos de pSEV de 6@ kb es el plasmido de virulencia
caracteristico de este serotipo. De acuerdo can agtartir de todos ellos se obtuvo el
amplicon esperado para el gen de virulespaCque pertenece al oper§pvcomun a
todos los plasmidos d&almonellaespecificos de serotipo. Este operén aumenta
considerablemente la capacidad $smonellade proliferar dentro de las células del
reticulo endotelial durante la fase extraintestith@lla enfermedad, siendo necesario
para que serotipos no tifoideos provoquen infe@sosistémicas, y ha sido asociado
con infecciones invasivas severas en seres humlapesislamientos de otros serotipos

fueron negativos. Ademas, cuatro de los cinco raiglatos de Enteritidis (LSP 41/10,
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LSP 42/10, LSP 43/10 y LSP 44/10), presentaron lasngdo adicional de pequefio

tamano.

- BE-1/10 BE-2/10 =

| —

= f 1T 1 ho)
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Figura 22. Contenido plasmidico de los aislamientosSdentericaserotipo Enteritidis implicados en los
brotes BE-1/10 y BE-2/10. Calles 1 y 18, DNA dejda digerido con Pstl; 2 y 1DNA del fago lamba
digerido con Hindlll 4-14, perfiles plasmidicos kds aislamientos analizados; C1, plasmidog€deoli
39R861; C2, plasmidos d& coliR1 mas RP4 y R27; C3, PlasmidosHKleoli V517; Los plasmidos de

las calles C1, C2 y C3 se incluyeron como contrdéetamafio de plasmidos intactos; kb, kilobases.
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Figura 23. Contenido plasmidico de los aislamientosSdentericaserotipo Enteritidis responsables de
los brotes BE-2/10 y BE-3/11. Calles 1 y 15, DNA fago A digerido con Pstl; 2 y 14)NA del fago
lamba digerido con Hindlll; 4-11, perfiles plasntiol de los aislamientos analizados; C1, plasmidos d
E. coli 39R861; C2, plasmidos de. coli R1 mas RP4 y R27; C3, Plasmidos Eeoli V517; Los
plasmidos de las calles C1, C2 y C3 se incluyemmaccontroles de tamafio de plasmidos intactos; kb,
kilobases. CR, DNA cromosémico.

A diferencia de Enteritidis no se encontraron pléss en los aislamientos de
Paratyphi B variedad Java (Brotes BPJ-1/10 y BR2)2£n los aislamientos de Infantis
(BI1-1/12), ni en los aislamientos d& enterica subsp.salamae(Figuras 24 y 25).

Finalmente, en los 8 aislamientos de la variantaafé&sica de Typhimurium se detectd
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un plasmido de pequefio tamafio, pero fueron negatisa el plasmido de virulencia

especifico de Typhimurium (Figura 25).

BPJ-1/10 BPJ-2/12 BS-1/10
1

A- Pstl

@\l
OO:
p—

on
N RS
AN AN A

Figura 24. Contenido plasmidico de los aislamientosSdentericaserotipo Paratyphi B variedad Java
(BPJ-1/10 y BPJ-2/12) . entericasubespeciesalamae(BS-1/10). Calles 1 y 16, DNA del fago
digerido con Pstl; 2 y 19)NA del fago lamba digerido con Hindlll 3-6 y 10g&files plasmidicos de
los aislamientos analizados C1, plasmido€deoli 39R861; C2, plasmidos d& coli R1 mas RP4 y
R27; C3, Plasmidos dE.coli V517; Los plasmidos de las calles C1, C2 y C3rsduyeron como
controles de tamafio de plasmidos intactos; pbsmedases. CR, DNA cromosémico.
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BI-1/12 BTm-1/13

Figura 25. Contenido plasmidico de los aislamientosSdentericaserotipos Infantis (BIl-1/12) y de la
variante monofasica de Typhimurium (BTm-1/13). €all y 20, DNA del fagh digerido con Pstl; 2-7 y
9-17, perfiles plasmidicos de los aislamientosiaadbs C1, plasmidos d& coli39R861; C2, plasmidos
de E. coli R1 mas RP4 y R27; C3, Plasmidoskleoli V517; C4, plasmidos de LSP 191/10 incluido
como control. Los plasmidos de las calles C1, OR3yse incluyeron como controles de tamafio de

plasmidos intactos; pb, pares de bases. CR, DNéa@s6mico.
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TIPIFICACION MEDIANTE MACRORRESTRICCION -ELECTROFORESIS EN

CAMPO PULSANTE

Para la tipificacion mediante PFGE se utilizé ld@mucleasa Xbal, tal y como se
comento en el apartado de materiales y métodamdtisis de los aislamientos revelo 6
perfiles, designados P1 a P6 (Figuras 26, 27 yE8ps perfiles incluyeron de 10 a 23

fragmentos con tamafios comprendidos entre unas paces de bases y 1.100 kb.

BJP-1/10 BPJ-2/12 BI-1/12

1 I

Branderup
A- Marker

et [oR
[}

£ 5
s

= 5
1 $—

< M

A- Marker

97/10
98/10
223/12
249/12
75/12
77/12
76/12
78/12
79/12
100/12

Kb

— 668,9

P1 P2 P3

Figura 26. Perfiles Xbal-PFGE de aislamientosSleentericacausantes de los brotes BJP-1/10, BPJ-2/12
y BI-1/12. Calles 1, 7 y 15, ladder PFGE marker; 2 y 14 DN#e S, entericaerovar Branderup H9812
digerido con Xbal; 3-4, perfiles de los aislamientie Paratiphy B variedad Java causantes del Biéte
1/10; 5-6, perfiles de los aislamientos de Pargtlvariedad Java causantes del brote BJP-2/1213;, 8
perfiles de los aislamientos de Infantis causasébrote BI-1/12.
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Kb
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Figura 27.Perfiles Xbal-PFGE de aislamientos de Enteritidissante del brote BE-2/10. Calles 1y 17,
) ladder PFGE marker; 2 y 16, 14 DNi& S, entericaerovar Branderup H9812 digerido con Xbal; 3-15,

perfiles de los aislamientos indicados.
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BE-1/10 BS-1/10 BTm-1/13
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216/10
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Figura 28. Perfiles Xbal-PFGE de aislamientos®leentericaCalles 1 y 18, DNA d&. entericaserovar
Branderup H9812 digerido con Xbal; 2-5, perfiledakeaislamientos d8. Enteritidis causantes del brote
BE-1/10; 6-9, perfiles de los aislamientosSieenterica subsp. salameausantes del brote BS-1/10; 10-

17, perfiles de los aislamientos de la variante afésica de Typhimurium causantes del brote BTm-1/13

Los aislamientos d8. Paratyphi variante Java BPJ-1/10 y BPJ-2/12 sepagon
en dos perfiles, P1 y P2, incluyendo cada unolde ks dos aislamientos causantes de
cada uno de ellos. Los asilamientos Sleinfantis (brote BI-1/12) y de la variante
monofésica de&s. Typhimurium (brote BTm-1/13), compartieron losfes P3 y P6
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respectivamente. Los aislamientos causantes dedssbrotes de&. Enteritidis, BE-
1/10, BE-2/10 y B-3/11 (resultados no mostradogsgntaron el mismo perfil P4.

Como era esperable, los aislamientos asociados misimo brote mostraron
perfiles idénticos. Los causados por Paratyphi iedad Java pueden atribuirse a dos
cepas diferentes, con perfiles P1 y P2 y los derkidlis a tres cepas que no pudieron

distinguirse con esa técnica pero si en cuantaofa ge resistencia o plasmidico.
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CONCLUSIONES




Conclusiones

En este trabajo se caracterizaron 8 brotes de ntisid® alimentaria (3
familiares, 4 comunitarios y uno desconocido) gogrieeron en el Principado
de Asturias durante el periodo 2010-2013. 7 fueewsados pdsalmonella
entericasubespecienterica(serotipos Enteritidis, Paratyphi B variedad Java,
Infantis, y variante monofasica de Typhimurium) goupor S.enterica
subespecisalamae

Los aislamientos de la subespesadamaey los Enteritidis implicados en uno
de los tres brotes asociados con este serotipoorfusensibles a 9
antimicrobianos ensayados. Los aislamientos derikdie causantes de los
otros dos brotes fueron resistentes a acido nal@oebido a una mutacion en
el gen que codifica la subunidad A del enzima DNraga. Los aislamientos
de Paratyphi B variedad Java, Infantis fueron tesiss a estreptomicina

asociada al gestrB

Los aislamientos de la variante monofasica de Tgphum presentaron
resistencia a ampicilina, estreptomicina, sulfortasiy tetraciclina, debido a
los genedlarem.-1, StrA-strB, sul2, sul3y tet(B), localizado este ultimo en un
transposon ThO defectivo. A excepcion del gesul3 estas caracteristicas
coinciden con las del clon europeo de dicha vagiaarhpliamente distribuido

en NuUMerosos paises.

Los aislamientos de Enteritidis implicados en loess tbrotes contienen el
plasmido de virulencia pSEV (60 kb) especifico deha serotipo,

acompafado por otro de pequefio tamafio (7 kb) énobes.

El andlisis de los aislamientos por macrorresibicalectroforesis en campo
pulsante revelo 6 perfiles. Cinco de ellos se asoni a un Unico brote
mientras que el sexto fue compartido por los aigatos de Enteritidis
causantes de los tres brotes.

Los dos brotes de Paratyphi B variedad Java yréss lirotes de Enteritidis

fueron originados por diferentes cepas.
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ABREVIATURAS




AMP

AESAN

CG

CHL

CIP

CLSI

CNE

CNM

CR

dDNTPs

E

EFSA

EGM

EMB

GEN

LA

LB

LSP

MH

Abreviaturas

Ampicilina.

Agencia Espafola de Seguridad Alimentaria y Nuirici
Brote.

Casetes Geénicas.

Cloranfenicol.

Ciprofloxacina.

Clinical and Laboratory Standard Institute.
Centro Nacional de Epidemiologia.
Centro Nacional de Microbiologia.

DNA cromosomico.
Desoxirribonucleotidos.

Enteritidis

European Food Safety Authority (Autoridad Europea d
Seguridad Alimentaria.

Elementos Genéticos Moviles.
Eosin Methylene Blue Agar.
Gentamicina.

Infantis.

Resistencia Intermedia.

Agar Luria-Bertani.

Caldo Luria-Bertani.
Laboratorio de Salud Publica.

Mueller-Hinton.
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NAL

OMS

ORFs

Pb

PCR

PFGE

PJ

STR

SUL

TET

Tm

TMP

Tn

UE

Abreviaturas

Numero de aislamientos.

Acido nalidixico.

Susceptibilidad.

Organizacion Mundial de la Salud.
Pautas de lectura abiertas.

Pares de bases.

Polymerase Chain Reaction (Reaccioén en cadena de a

Polimerasa).

Pulsed Field Gel Electrophoresis (Gel de Electes de

Campo Pulsado).

Paratyphi B variante Java.
Resistencia.

Salamae

Estreptomicina.

Sulfonamida.

Tetraciclina.

Variante monofasica de Typhimurium.
Trimetropin.

Transposon.

Union Europea.
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