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Resumen

La salmonelosis es la toxiinfeccion alimentaria de mayor relevancia para la salud
publica en los paises del Hemisferio Norte. Debido a su trascendencia clinica se han iniciado
sendos planes de control de Salmonella enterica en Europa que, comenzando en avicultura, se
espera pronto se extiendan a las explotaciones de porcino espafiolas. De manera paralela, las
resistencias a los medicamentos se han convertido en uno de los principales retos sanitarios
del siglo XXI. EI conocimiento y control de este fendmeno en las enterobacterias, entre las
que destacan las salmonelas, podria ser clave para atajar la preocupante pérdida de efectividad

de los antimicrobianos.

Mediante la caracterizacién fenotipica y genotipica de los principales mecanismos de
resistencia a los antimicrobianos de uso més extendido en medicina humana y veterinaria
-especialmente a quinolonas y cefalosporinas- de bacterias aisladas de las mas diversas
especies animales de distintos regimenes de manejo se ha valorado la relevancia de las
distintas serovariedades, fagotipos y estirpes de “S. enterica” estudiados para la generacion y

dispersion de las antibiorresistencias.

Las relaciones clonales (PFGE) entre las distintas cepas han confirmado el consabido
contraste entre la gran diversidad genética de ciertas serovariedades como Typhimurium
frente a la homogeneidad de otras como Enteritidis. Las primeras bacterias, asociadas
mayormente al ganado porcino, se mostraron especialmente resistentes (CMI) a los
antimicrobianos ensayados mas antiguos entre los que se incluyen la ampicilina, la
estreptomicina, la tetraciclina y las sulfamidas que, junto al cloranfenicol, son indicadores de
la presencia de elementos génicos mobilizables como los muy prevalentes y diversos
integrones de tipo 1. Dichos integrones, al igual que ciertos serotipos y fagotipos, se presentan
asociados al ganado porcino, tanto blanco/intensivo como ibérico/extensivo, pero raramente
encontramos semejanzas a estos niveles entre ambos troncos raciales o sistemas de
produccion. La fauna silvestre desempefia un importante papel en la diseminacion entre los
distintos hospedadores tanto de estos como de otros mecanismos de resistencia tipicos de las

salmonelas.

La resistencia frente a las quinolonas se ha limitado basicamente a estirpes de origen

avicola y a aquellas cepas de S. Typhimurium més multirresistentes -no asi las provenientes



de porcino ibérico- que ademas mostraron cierta pérdida de sensibilidad a las cefalosporinas.
Tanto en un caso como en otro se han detectado unos pocos mecanismos responsables en
distinta medida de los niveles de antibiorresistencia. Tan s6lo se han hallado, gracias a la PCR
y posterior secuenciacion, variantes alélicas asociadas indudablemente a la resistencia, tanto a
acido nalidixico como a fluoroquinolonas, en las QRDR de gyrA: D87Y, S83F, D87N y, sobre
todo, S83Y. Sin embargo, no se puede decir lo mismo de las Unicas beta-lactamasas
detectadas -mas alla de la PSE codificada en un perfil de integron concreto-: TEM y OXA.
Pues, aunque se observan relaciones estadisticamente significativas de ambas enzimas en
cuanto a su influencia en la pérdida de sensibilidad a algunas cefalosporinas, la literatura
consultada nos hace pensar que esta resistencia se pudiera deber a otros mecanismos

subyacentes por lo que harian falta ensayos mas concluyentes.
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Abstract

Salmonellosis is the most important food-borne disease in countries of the North
Hemisphere. Because of its public-health importance, a number of programs in Europe have
started to control Salmonella enterica which, beginning in poultry, soon would be
implemented in Spanish swine farms. At the same time, drug-resistance has became one of the
first health concerns for the 21* century. The knowledge and control of this phenomenon in
enterobacteria -especially Salmonella- could be the clue to stop the loss of effectivity of

antimicrobial treatments.

Phenotypic and genetic description of the main resistance mechanisms to quinolones
and cepaholosporins -antibiotics that are widely used in human and veterinary medicine- in S.
enterica strains isolated from different bred-animal species allowed us to evaluate the
importance of the serovars, phagotypes and clonal relationships for the spread of antimicobial

resistance.

Clonal relationships (PFGE) confirmed the contrast between serovars Typhimurium
and Enteritidis, sharing high and low genetic diversity, respectively. S. Typhimurium isolates,
mainly associated to swine, were more resistant to more primitively used antibiotics like
ampicillin, streptomycin, tetracycline and sulfamides which, as well as chloramphenicol,
indicate the presence of class 1 integrons as mobilizable genetic elements. Certain integrons
were found associated to particular phagotypes and white or iberian swine as host animals.
Beside this, it is suggested that wildlife plays an important role in the dissemination of those

and others typical resistant mechanism of Salmonella.

Quinolone resistance was practically confined to isolates from birds and to some
multidrug resistance S. Typhimurium strains -not from iberian swine- which also showed
cephalosporins-sensibility loss. In both cases, there were variable roles of the different
antimicrobial resistance mechanisms. Mutations at the quinolone resistance determinant
region of gyrA gene evidenced the involvement of D87Y, D87N, S83F and, over all, S83Y
alleles on nalidixic acid and fluoroquinolone resistance. However, cephalosporin resistance
was mediated only in part by the two unique beta-lactamases found among the Salmonella
isolates, which were OXA and TEM. Thus, other resistance mechanisms might there exist and

their study would require future research.
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Introduccién

1. Introduccién

1.1. La salmonelosis: una toxiinfeccion alimentari a de control
prioritario

La salmonelosis es la denominacion genérica con la que conocemos los procesos
producidos por bacterias del género Salmonella, adquiriendo en algunos casos nombres
especificos como fiebres tifoideas y paratificas humanas, aborto paratifico de las ovejas o
pullorosis aviar. En humana puede presentar diversos cuadros patoldgicos: fiebre tifoidea,
infecciones localizadas, septicemias y mas frecuentemente procesos gastroentéricos

(Rodriguez-Ferri et al. 1999).

En los paises més desarrollados la salmonelosis humana es una zoonosis cuya
patogenia mas habitual es la gastrointestinal mientras que en los paises en desarrollo son mas
habituales las formas infectocontagiosas tifus/paratifus, o fiebre tifoidea/paratifoidea
(producida por las serovariedades Typhi y Paratyphi, respectivamente, especificas del ser
humano). A principios de la década de 1990, el tifus causaba 16,6 millones de casos anuales
con una mortalidad del 3,6% y, aunque su incidencia aumentd hasta 21,7 millones de casos
estimados, su letalidad disminuyo al 1% en 2000. Paralelamente, la incidencia de la
salmonelosis no tifoidea se vio incrementada en el conjunto de paises a finales del siglo
pasado, causando en el periodo mencionado una media de 1.300 millones de episodios
clinicos anuales, de los cuales 3 millones (0,23%) acabaron con la vida del paciente (Crump

et al. 2010; Pang et al. 1995).

En la actualidad se trata de una de las mas importantes toxiinfecciones alimentarias
mundiales con 93,8 millones de casos estimados anualmente, de los cuales 155.000
supondrian la muerte del paciente (Majowicz, 2010). En Europa se ha producido una
tendencia a la baja (Figura 1.1) desde los 73 casos confirmados/100.000 habitantes en 2000 a
los 26,4 de 2008 segtin la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA, en el inglés
original, 2010a), si bien hay autores que consideran mayor la incidencia real de la enfermedad
al no declararse normalmente los episodios leves, de modo que elevan la razén a 450 casos

por cada 100.000 habitantes en la UE, con una letalidad del 0,1% en el afio 2000 (Quiles y



Introduccién

Hevia, 20006).

En Espafia también se observa esta disminucién de la prevalencia anual después de
una tendencia alcista hasta 2003, habiéndose declarado 8,5 casos por cada 100.000 habitantes
en 2008. Cifras algo mayores en Extremadura, donde en el afio 2007 se declaron 320 casos de
salmonelosis lo cual supone un 25,4% del total de casos de gastroenteritis registradas por el
Servicio de Informacion Microbioldgica y una tasa de 29 casos por cada 100.000 habitantes

(Dependencia, 2009).

En la UE, ademas de los 90 millones de euros anuales de costes sociosanitarios (dos
millones en Espafia) derivados de la salmonelosis humana, la trascendencia de esta
enfermedad en nuestras latitudes es mas economico-sanitaria que clinica en lo que a la
ganaderia se refiere, al tratarse de una infeccidon que causa pocos cuadros clinicos de
relevancia epidemioldgica (Tabla 1.2) pero si importantes consecuencias para el comercio de

animales y sus productos (Creus, 2010; Plym y Wierup, 2006).

Por todo lo anterior, la Oficina Internacional de Epizootias (OIE) advirtié6 que los
microorganismos del género Salmonella, junto a otros agentes patogenos infecciosos
causantes todos de enfermedades gastrointestinales, son una de las primeras causas de
morbilidad y mortalidad mundiales (Schlundt et al. 2004). De hecho la Comisién Europea, en
el marco de las estrategias recogidas en el Libro Blanco de la Seguridad Alimentaria (CE,
enero 2000), ha impulsado un primer plan transversal de control de las toxiinfecciones
alimentarias, empezando por la salmonelosis. En ese sentido, la Directiva 2003/99 fija como
objetivo prioritario la mejora de la bioseguridad y de la monitorizaciéon que debera abarcar

toda la cadena alimentaria: “desde la granja a la mesa”.

En el Hemisferio Norte, las principales fuentes de contagio al hombre son los diversos
alimentos de origen animal de consumo habitual (huevos y carnes de ave, vacuno o cerdo),
siendo Salmonella Enteritidis (58% de los casos confirmados en la UE en 2008) y S.

Typhimurium (21,9%) los dos principales serotipos etioldgicos (EFSA, 2010a).

Atras quedaron las campafias de erradicacion de S. Gallinarium y S. Pullorum
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causantes de la tifosis aviar y la pullorosis, respectivamente, que tantos quebraderos de cabeza
causaron a los primeros avicultores intensivos (Hernandiz, 2007). En las tltimas décadas, el
nicho ecologico de ambas serovariedades ha sido ocupado por S. Enteritidis -presente en el
34,2% de los lotes de aves testados en 2008 en la UE como se observa en la figura 1.2 (EFSA,
2010a)- que, al tratarse de una bacteria zoondtica de transmision transovarica, se ha
convertido en la primera causa de salmonelosis no tifoidea debido al alto consumo europeo de
ovoproductos (2,8% de estas muestras testatadas en la UE en 2008 resultaron positivas a
Salmonella spp.). Consecuentemente, los primeros programas de control de la salmonelosis
auspiciados por la UE han sido dirigidos a la avicultura con un primer Reglamento 2160/2003
que desarrolla la directiva 2003/99 ya citada sobre vigilancia de zoonosis y agentes
zoondticos. Posteriormente, el Reglamento CE 1003/2005 fijé los objetivos de prevalencias
para los cinco serotipos considerados prioritarios (Tabla 1.1) y, en este caso, para lotes de
gallinas reproductoras. Fruto de aquel reglamento, en Espafia comenzé el primer Programa
Nacional de Control de la Salmonella en 2007 (reproductoras) incorporandose al programa
del afo siguiente los objetivos marcados por la Comision sobre explotaciones avicolas de

puesta y carne (Reglamento CE 1168/2006).
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Figura. 1.1. Casos de salmonelosis por 100.000 habitantes notificados en los paises de la Unién Europea (UE)

desde 2004 (EFSA, 2009a, p.25).
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Los programas destinados al ganado porcino serdn los siguientes en ser
implementados (se espera el Reglamento de la Comision para este afio tras los estudios de
prevalencia dirigidos por la EFSA) maxime cuando S. Typhimurium estd aumentando su
importancia epidemioldgica en la clinica humana: en 2006 los casos confirmados como .
Typhimurium en la UE fueron un 20,7% respecto a los de S. Enteritidis, mejorando la relacion
para el primer serovar a un 25,5% en 2007 y un 37,7% en 2008 (EFSA, 2009a y 2010a). De
hecho, ya son nueve los paises de la UE que han iniciado programas de control. Tras los
escandinavos en 1995 (cercanos ya a la calificacidon de exentos), se incorporaron a la carrera
por la erradicacion de Salmonella de la cabafia porcina Reino Unido y Alemania (2002),
Irlanda (2003), Holanda (2005) y Bélgica (2007). La industria carnica porcina espafiola tiene
un excedente de en torno al 40%, por lo tanto las restricciones a la importancion a las que
estos y otros estados se podrian acoger (Suecia y Finlandia ya desde su adhesion en 1995
tanto a carne fresca como a huevos) podrian suponer un serio problema para el sector nacional

(Creus, 2010).
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Figura 1.2. Prevalencia de los distintos serovares de S. enterica en muestras obtenidas de lotes de

gallinas en los estados miembros de la Unién Europea (EFSA, 2010a).
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1.2. El agente etioldgico y su taxonomia

Segun el Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology (Garrity et al. 2005), los
microorganismos del género Salmonella (Genus XXXIII) conforman junto a otros 43 géneros
la familia Enterobacteriaceae. las salmonelas son bacilos cortos, gramnegativos,
normalmente mdviles, no esporulados, anaerobios facultativos, lactasa y oxidasa negativos.
La mayor parte de los serotipos de interés clinico son sulfito-reductores y crecen en un amplio
rango de temperaturas (desde 7 a 48° C), de pH (4 a 8) e incluso con una actividad de agua
superior a 0,93. Estas caracteristicas confieren a Salmonella una gran capacidad de resistencia

(hasta 9 meses), llegando a multiplicarse en el medio (Old y Threlfall, 1998).

El género Salmonella se subdivide en dos especies Salmonella bongori (sin
trascendencia clinica) y Salmonella enterica. Esta tltima especie, a su vez, engloba seis
subespecies: enterica (1), salamae (1), arizonae (11la), diariozonae (11lb), houtenae (IV) e
indica (V). De todas ellas, la mas frecuentemente aislada y de mayor implicacidon para la

salud publica es la subespecie I, o sea, S. enterica enterica.

Para profundizar mas en la sistemadtica se puede analizar la composicion antigénica de
los aislados mediante seroaglutinacion y clasificarlos, e identificarlos, en serogrupos y
serotipos o serovariedades. Actualmente la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) utiliza
el esquema de Kauffmann-White para describir los serotipos de Salmonella (Brenner et al.
2000; Le Minor, 1966; Poppof' y Le Minor, 2001). Asi la formula antigénica estd dividida en
tres partes de la siguiente forma: el antigeno somatico, el antigeno flagelar de fase 1 y el
antigeno flagelar de fase 2 (O:H1:H2). Los componentes de cada parte se separan por comas.
El antigeno O se expresa por niumeros arabigos, el H1 por las letras de la a a la z, con
excepcion de laj. Los antigenos posteriores a la letra z se indican con un niimero en subindice
del 1 al 83. Los antigenos H2 se expresan por numeros del 1 al 12 y de las series e y z. Sin
embargo, la mayor parte de las serovariedades mas habituales tienen nombre propio. Seria el
caso de Salmonella enterica subsp enterica serovar Typhimurium (S. Typhimurium de forma
abreviada) del serogrupo 4 (B) con férmula 4,12:1:1,2 o Salmonella enterica subsp enterica

serovar Enteritidis (S. Enteritidis), serogrupo 9 (D) 9, 12: g, m:-.
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Actualmente hay descritos mas de 2.500 serotipos (Bell et al. 2011), algunos de los
cuales, como Typhi, Parathyphi B, Typhimurium, Hadar, Enteritidis y Virchow, pueden ser

fagotipados en funcidn de su especificidad serovar-bacteriofago.

1.3. Aspectos epidemioldgicos y patologicos.

El principal reservorio de las bacterias del género Salmonella es el intestino de los
animales homeotermos y poiquilotermos, sean domésticos, de compaiiia o silvestres.
Colonizan indistintamente a mamiferos, anfibios, reptiles, aves o insectos. La gran mayoria de
los animales son portadores asintomaticos, que liberan salmonelas en el medio ambiente a
través de las heces. Sin embargo, no todas las serovariedades infectan cualquier especie. Tal
como se puede observar en la tabla 1.1, hay serovariedades especificas de especie como seria
el caso de Abortusovis (infecta al ganado ovino), Pullorum o Gallinarium (aves de corral);
adaptadas a un hospedador pero no exclusivamente: Dublin en vacuno y Choleraesuis en
porcino; o bien ubicuas que, ain con una mayor prevalencia en determinadas especies (S.
Typhimurium en cerdo, S. Enteridis en aves), serian las de mayor trascendencia para la salud
publica de los paises desarrollados en la linea de lo ya comentado anteriormente (Dominguez

y Téllez, 2010).

Tabla 1.1. Serovariedades asociadas a cada tipo de hospedador (subrayadas las salmonelas zoondticas objeto de
planes de control comunitario) (Griffith et al. 2006; MARM, 2010; Dominguez y Téllez, 2010)

Hospedador/es Serovariedades
Ser humano Typhi, Paratyphi Ay C, Sendai
Ser humano y/ aves indistintamente Parathyphi B
Aves Pullorum, Gallinarum
Ovino Abortusovis

Choleraesuis, Essen, Bradenburg, 4,5,12:i:-,

Porcino (ocasionalmente el hombre) Derby, Agona, Heidelberg

Vacuno (idem) Dublin

Enteritidis, Typhimurium, Anatum, Rissen,
Infantis, Hadar y Virchow

Ubicuas

La transmision feco-oral de salmonelas via alimentos se debe a la contaminacidon en

las areas de preparacion y/o almacenamiento de los mismos. Si a esto le afiadimos la
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incorrecta temperatura en el almacenaje, una mala coccion, o la contaminacién cruzada de
alimentos listos para el consumo, las probabilidades de contagio aumentan. Como ya hemos
dicho los alimentos mas frecuentemente implicados en la transmision de estas bacterias son
los ovoproductos (transmision transovarica del serotipo Enteritidis) seguidos por las carnes
de cerdo y pollo (7,1 y 3,9%, respectivamente, de los brotes registrados por EFSA en 2008),
aunque también se han descrito toxiinfecciones a través de la leche, el queso, el pescado, el
marisco, los vegetales frescos, los zumos de fruta, las especias y el chocolate (Gomez et al.

1997).

En Espaiia, los serotipos Enteritidis (51%) y Typhimurium (24%) fueron los mas
aislados -seguidos de lejos por S. Hadar (5%)- a partir de casos clinicos humanos entre los
afios 1997 y 2001 segun el Laboratorio Nacional de Referencia Salmonella-Shigella (LNRSS,
Instituto de Salud Carlos III, Majadahonda, Madrid). En este periodo aparecieron nuevos
serotipos causantes de toxiinfecciones como la variante monofésica de S. Typhimurium:
4,5,12:1:-. Ademas, el serotipo Enteridis duplico su frecuencia mientras que Typhimurium se

mostrd constante (Echeita et al. 2005).

En Extremadura, gracias al proyecto de investigacién del que resulta esta tesis
doctoral, sabemos que el 43% de los aislados clinicos humanos fueron S. Typhimurium frente
a un 39% de S. Enteritidis en los afios 2007-2008. Esta inusual predominancia del serovar
Typhimurium sobre Enteritidis, es objeto de andlisis en la tesis doctoral de la compafiera MJG

Campos (2011).

En general, la mayor parte de los casos clinicos registrados son de nifios de hasta 4
afios, con unas tasas de incidencia tres veces superiores a los de entre 5 y 14 afios y hasta
nueve veces con el resto de grupos de edad. Se observa también un repunte de la casuistica
entre los ancianos de mas de 65 afios. La salmonelosis presenta cierta estacionalidad
concentrada en los meses de verano. Estaria debida no sélo a las altas temperaturas sino
también al mayor consumo de alimentos frescos o poco cocinados, pues mas del 60% de las
infecciones se adquieren en el hogar, reduciéndose a un 10% las asociadas a los viajes, tasas

que llegan a invertirse en los paises nordicos (EFSA, 2009a).
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Como ya hemos comentado la ruta mas comun en la transmision de las salmonelas no
tifoideas es la fecal/oral, aunque también pueden transmitirse a través de la mucosa
conjuntival, de las vias respiratorias superiores y de las heridas. En el hombre la enfermedad
puede presentar tres formas clinicas: cuadros sistémicos, infecciones localizadas y, la mas

frecuente, enteritis agudas (TFoZD, 2007).

Cronolégicamente, la patogenia de la toxiinfeccion alimentaria puede dividirse en
cuatro etapas: intestinal, secrecion de fluido intestinal, extraintestinal y septicémica (Clarke

and Gyles, 1993):

En la fase intestinal tiene lugar la proliferacion de la bacteria en el lumen de las asas
intestinales y comienza la invasion del epitelio de la mucosa. La infeccion por Salmonella es
intracelular facultativa, mediada por un sistema de secrecion tipo Il localizado en la isla de
patogenicidad 1 (SPI1), una de las mas de 19 islas de patogenicidad descritas en el genoma de
Salmonella enterica. Aunque penetra y se multiplica en células normalmente no fagociticas,
esta descrita también su replicacion en vacuolas -con bajo pH- de los macréfagos, gracias a un
segundo sistema de secrecidn tipo III localizado en la isla de patogenicidad 2 (SPI2), hasta su
apoptosis. De hecho los macrofagos juegan un importante papel en la bacteriemia de la
infeccion. Posteriormente, la bacteria invade la lamina propia dando lugar a una reaccion
inflamatoria, caracterizada por la presencia de un elevado niimero de polimorfonucleares.
Finalmente, se produce la trombosis de la ldmina propia con la consecuente ulceracion de la

misma (Barrow et al, 2006; Clarke y Gyles, 1993; Cossart y Lecuit, 2000).

La secrecion del fluido intestinal se produce como resultado de la reaccion
inflamatoria y de las proteinas del sistema de secrecion tipo III lo que desembocara en un

cuadro clinico de diarrea (Salyers y Whitt, 2002).

Por ultimo, en la fase extraintestinal se produce la diseminacion de la bacteria a los
ganglios linfaticos mesentéricos a partir de los cuales alcanza la circulacion sanguinea y el
resto de la economia organica, especialmente bazo, higado y érganos reproductivos. La fase
septicémica de la enfermedad es mas habitual en los serovares mas especificos de

hospedador. Aproximadamente un 2-5% de los casos gastroentéricos humanos desarrollan
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bacteriemia (Barrow et al. 2010; Hohmann, 2001).

Tabla 1.2. Cuadros clinicos mas habituales producidos por Salmonella enterica en animales no humanos

(elaboracion propia a partir de Gomez et al. 2009; Goyache y Briones, 2003; Griffith, 2006; Quinn, 1994).

Hospedador Serotipos Cuadros clinicos

Porcino Choleraesuis Septicémicos (similar peste porcina

clasica), abortos, gastroenteritis

Typhimurium Gastroenteritis, neuroldgicos

Typhisuis Gastroenteritis cronica/intermitente

Aves Pullorum Pullorosis: enteritis

Gallinarium Tifosis: septicemia

Arizonae Enteritis y septicemia.

Enteritidis y Typhimurium Paratifosis: esteritis y septicemia. Muerte
subita (paloma)

Vacuno Dublin Subclinica, enteritis, septicemia,
meningitis (terneros), aborto, osteomielitis,
gangrena seca (terneros)

Typhimurium y Bovismorbificans Enteritis, septicemia
Ovino Abortusovis, Montevideo, Dublin Aborto
Typhimurium, Anatum Enteritis y septicemia
Equino Abortusequi Aborto,
Typhimurium Enteritis y septicemia
Reptiles Arizonae, Houtenae Subclinica, septicemia, muerte subita

Con una incubacion desde las 5-7 horas postinfeccion los sintomas de la salmonelosis
varian desde la diarrea poco severa, que puede contener sangre, linfocitos y mucus, dolores
abdominales, mialgias y a veces vomitos; hasta una grave enfermedad sistémica que puede
provocar la muerte del paciente. En las personas lo mds comun es el desarrollo de
gastroenteritis autolimitante que puede durar de 2 a 7 dias. El tratamiento consiste en la
incorporacion de fluidos y electrolitos para evitar la deshidratacion, generalmente no son
utilizados antibioticos, excepto cuando se trata de personas inmunodeprimidas, mayores,
nifios o en los casos de salmonelosis sistémica. Los antimicrobianos de elecciéon son
ampicilina, cloranfenicol, y trimetroprin-sulfametoxazol. Cuando aparecen casos de
resistencia a estos compuestos las fluoroquinolonas o las cefalosporinas de amplio espectro
podrian ser necesarias. Por lo tanto, la resistencia a estos dos grupos de antimicrobianos son
especialmente graves, tanto mas a las cafalosporinas de amplio espectro, prescritas para el
tratamiento de los nifios (Burkhardt et al. 1997; Hohmann, 2001; McDermott, 2006; Rabsch et
al. 2001).
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En los animales, siendo lo mas comun los portadores asintomaticos, se observan mas
variedad de manifestaciones clinicas aunque normalmente con bajas tasas de letalidad:
abortos (vacuno, ovino, équidos), enteritis en casi todas las especies, en cerdos se dan brotes
septicémicos con similitudes a los de la peste porcina cldsica y muerte subita en aves y

reptiles (Tabla 1.2) (Téllez, 2003).

1.4. Diagnéstico

El diagnostico presuntivo de la salmonelosis requiere de una atenta observacion de
aspectos clinicos y epidemiologicos, dado el caracter multifactorial y la poca especificidad de
la sintomatologia que provoca. El diagndstico asertivo se basa en la aplicacion de técnicas
laboratoriales especificas; el uso de medios de cultivo selectivos permite el aislamiento de las
salmonelas. Entre ellos, cabe destacar el selenito verde brillante (SBG), la xilosina-
desoxicolato (XLD), el Salmonella-Shigella (SS), el agar selenito verde brillante (SBGA), el
medio de identificacion cromogénica de Salmonella (SMID), el triple azicar hierro (TSI) y el
agar de lisina e hierro (LIA) (Goyache y Briones, 2006). El protocolo para el aislamiento a

partir de muestras tomadas de animales sanos podria ser':

1. Preenriquecimiento: en agua de peptona tamponada, incubar a 37°C durante 18
horas.

2. Enriquecimiento selectivo: medio semisdlido Rappaport Vassiliadis (MSRV).
Incubar a 41°C 24 horas.

3. Cultivo selectivo: siembra por agotamiento en medios XLD o Verde brillante.
MUCAP test: las colonias de salmonella son fluorescentes al ser expuestas a la luz
ultravioleta junto con este reactivo. Pase a TSI y Rambach (cromogénico de

Merck®).

1.5. Resistencias antimicrobianas

Desde el descubrimiento del efecto del primer antibiotico, la penicilina, por Alexander

Fleming (1928), y la extension de su uso durante la II Guerra Mundial, los antimicrobianos

' Basado en los protocolos del Centro de Produccion y Sanidad Avicola de Andalucia (CEPSAVIAN), segiin

recomendaciones del Laboratorio Comunitario de Referencia para Sa/monella de Bilthoven (Holanda) sobre
la norma ISO 6.579 (2002): “Deteccion de Salmonella spp. en heces de animales en muestras a nivel de
produccion primaria”.

10
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han supuesto, junto a la anestesia y las practicas higiénicas sanitarias, una auténtica

revolucién de la sanidad.

Practicamente a la vez que se generalizaba su uso en medicina humana, los
antimicrobianos comenzaban a utilizarse en sanidad y produccién animal. En 1951 ya se
consumian en EEUU 110 toneladas para medicar piensos, aparte de las 580 toneladas
destinadas al uso clinico, tanto humano como animal. Estas cantidades se multiplicaron por
50 y 10, respectivamente, en treinta afios (Aarestrup, 2006). En 2001 se estima que el
consumo de antimicrobianos de EEUU en piensos fue de 11.158 toneladas, dato muy superior
a las 1.574 toneladas para idéntico fin declaradas por la Federacion Europea para la Sanidad
Animal que junto a las 3.463 toneladas destinadas a sanidad animal suman practicamente la

mitad del consumo de antimicrobianos en Europa en 1997 (Vidal, 2005).

Antibiotics

PV, R ’ [, AL f%,’a

Figura 1.3. Representacion del efecto del antimicrobiano para la seleccion de cepas resistentes de la
micropoblacion expuesta y disminucion de las tasas de resistencia cuando éste desaparece del medio (Martinez et

al. 2007).

Aparte de la posible toxicidad de algunos de estos compuestos, asi como la presencia
de residuos medicamentosos en los productos de origen animal, el mayor peligro para la salud
publica es la aparicion de resistencias bacterianas a los antimicrobianos de uso clinico. La

introduccion de estos compuestos antibacterianos en el ecosistema supone un factor de

11
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seleccion que favorece el desarrollo de las cepas resistentes, de manera intrinseca o adquirida.
Se establece lo que en biologia evolutiva se denomina una “carrera de armamento” (Figura
1.3) de modo que continuamente hay que descubrir o crear nuevos antimicrobianos que sean

eficaces contra las mismas infecciones.

Ya en 1969 el Informe Swann advirtia de los riesgos a medio-largo plazo que
acarrearia el uso indiscriminado de antimicrobianos. Posteriormente la Organizacién Mundial
de la Salud (OMS), asi como numerosas instituciones, se ha hecho eco en sus foros y
publicaciones de la trascendencia que tienen las resistencias antimicrobianas para la salud
publica situdndolas como uno de los principales retos sanitarios del siglo XXI (Smith et al.
2001). La situacion clinica se ha tornado realmente preocupante en los ultimos afios con la
aparicion de bacterias para las que ya no hay tratamiento antimicrobiano conocido. Seria el
caso de ciertos bacilos tuberculosos extremadamente resistentes (TB-XDR, del inglés
original) o, en diverso grado, las llamadas “superbacterias™ de las especies Staphylococcus
aureus (S. aurerus metil-resistente, MRSA), Klepsiella pneumoniae, Pseudomonas
aeruginosa, Enterococcus spp. asi como ciertas cepas y determinantes de resistencia (la
epidemia de las beta-lactamasas CTX-M, por ejemplo) de la familia Enterobactericeae (Otal,
2010). De hecho, se estima que unas 25.000 personas mueren anualmente en Europa como

consecuencia directa de las resistencias a los antimicrobianos (Baquero, 2010).

McDermott (2006), en una exhaustiva revision bibliografica sobre resistencias
antimicrobianas en Salmonella, constata el incremento de cepas no ya sdlo antibiorresistentes
sino también multirresistentes (a cuatro o mas antimicrobianos) en todos los paises en los que
se han realizado investigaciones al respecto. Soler et al. (2006) en un estudio sobre 5.777
salmonelas aisladas de casos clinicos humanos encontraron un 50% de resistencia al 4cido
nalidixico en S. Enteritidis y un 74% de multirresistencia en S. Typhimurium. De esta
serovariedad destaca el fagotipo DT104 -con la pentarresistencia caracteristica a ampicilina,
estreptomicina, cloranfenicol, sulfonamidas y tetraciclina- que se ha convertido en el mas

frecuentemente aislado en Espaia.

12
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Figura 1.4. Afios de inicio de la comercializacion de los principales antimicrobianos y de la aparicion

de las respectivas resistencias (Garcia, 2010).

Pese a no existir trabajos publicados especificos sobre la situacién en Extremadura,
estudios preliminares de sensibilidad antimicrobiana con difusiéon en disco frente a
estreptomicina, tetraciclina, cloranfenicol, florfenicol, espiramicina, sulfametoxazol y
ampicilina de nuestro grupo de investigacion realizado a partir de cepas de Salmonella spp.
aisladas en los hospitales Campo Arafiuelo, San Pedro de Alcantara y Perpetuo Socorro dan
unos resultados de multirresistencia del 46% en Badajoz (35 cepas aisladas en 2001 y 2002),
63% en Caceres (sobre 8 cepas aisladas en 2007) y 24% en Navalmoral de la Mata (95 cepas
de 2004-2006) (Campos, 2007).

Las resistencias detectadas en las especies ganaderas son también preocupantes
teniendo en cuenta que el contagio se da casi exclusivamente a partir de alimentos de origen
animal. De hecho Valdezate et al. (2007) tras analizar 380 aislados de Salmonella spp. a partir
de alimentos depositados en el Laboratorio Nacional de Referencia Salmonella-Shigella
(Majadahonda, Madrid) arroja un 40,6% de resistencia al &cido nalidixico en cepas de S.
Enteritidis y un 71,7% de multirresistencia en S. Typhimurium. Usera et al. (2002) resaltan en
un estudio similar, pero sobre aislados a partir de animales, el aumento de las resistencias
entre 1996 y 2000 con altas tasas de multirresistencia en general pero sobre todo en aislados a
partir del ganado porcino. De los serovares destacan la alta multirresistencia de Typhimurium

(80,8%) y su variante monofasica 4,5,12:i:- (90%) asi como la preeminencia entre los
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patrones de resistencia de la pentaresistencia (AMP, STR, CHL, TET, SUL) bien sola (41,3%)
0 con otros antimicrobianos (53,8%). Ademas no sélo asociado dicho patron a los fagotipos

habituales de S. Typhimurium DT 104 y DT 104b sino también en DT U302.

En otras especies la situacién no es mas halagiiea. Asi, Capita et al. (2007)
encontraron un 40% de cepas multirresistentes y tasas de resistencia a la ciprofloxacina
mayores de un 20% en S. Enteritidis y S. Typhimurium en un estudio sobre muestras de pollo
en mataderos del noroeste peninsular. Unos afios antes, Usera et al. (2002) obtuvieron
resultados algo mas discretos con una resistencia a acido nalidixico del 23,3% en aislados de
avicultura y casi total sensibilidad a la ciprofloxacina, nada sorprendente si tenemos en cuenta
que habian comenzado a utilizarse las fluoroquinolonas en ganaderia apenas dos afios antes
del ultimo muestreo (2000). Estas elevadas tasas de resistencia a quinolonas en salmonelas
aisladas de aves y otros animales de abasto han sido también descritas y son causa de un
mayor control sobre su uso tanto en EEUU como en la Unién Europea en la tltima década. En
general, las evidencias de que el sobreuso de antimicrobianos en produccién animal (bien de
manera terapéutica, profilactica o como promotores del crecimiento) repercute a la larga en la
salud publica llevaron a limitar paulatinamente su utilizacidn, incluso hasta una total
prohibicidon como seria el caso de los antimicrobianos como promotores del crecimiento en la
Unién Europea desde enero de 2006 (Bager y Helmuth, 2001; de Jong, 2009; Lestari et al.
2009; Moreno, 2008).

La directiva europea 2003/99/EC establece las lineas generales para la monitorizacion
de la resistencia a los antimicrobianos. En este sentido, en el afio 2006, la UE solicité a la
EFSA (Parma, Italia) que elaborase un informe donde se detallaran las vias para armonizar, en
los diferentes paises miembros, los mecanismos de seguimiento y control de las
antibioresistencias en microorganismos de los géneros Salmonella y Campylobacter. Fruto de
este trabajo han sido las decisiones de la Comisiéon Europea 2007/407/EC y 2007/516/EC,
para el establecimiento de una monitorizacion armonizada de las resistencias en Salmonella
de cerdo y aves, y para financiar un estudio de prevalencias de la resistencia tanto de

Campylobacter spp. como de Samonella spp. en mataderos de aves, respectivamente

Las mas recientes directrices de diversos organismos recomiendan que las politicas
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europeas se dirijjan mas hacia la investigacion de las antibiorresistencias que hacia la sintesis
de nuevos antimicrobianos (Vincentsen y Hope, 2006). Lo cual no parece estar en
contradiccion con la opinidn de la industria farmacettica en vista de la disminucién de los
recursos destinados a este tipo de medicamentos desde finales de la década de 1970. Para
comercializar un antimicrobiano se requiere una inversion que puede superar los 300 millones
de dolares estadounidenses en un periodo de 10 a 20 afios. Si introducimos en la ecuacion las
antibiorresistencias presentes y futuras la rentabilidad de estos compuestos disminuye ain
mas, sobre todo si la comparamos a la de otros medicamentos como los dirigidos a combatir
las emergentes enfermedades psicosociales (incluida la impotencia) de consumo creciente en
paises desarrolados. De hecho hace dos afios se estaba investigando en cinco nuevas
moléculas antimicrobianas que representaban el 1% del total de medicamentos en desarrollo,
estimandose que en esta proxima década saldran al mercado tan s6lo uno o dos nuevos

antimicrobianos (Baquero, 2010; Salyers y Whitt, 2002).

1.5.1 Mecanismos de accion de los antimicrobianos.

Antes de adentrarnos en los distintos mecanismos por los que las bacterias evitan o
contrarrestran la actividad de los diversos compuestos de sintesis quimica (quimioterapicos)
o biologicos (antibidticos) utilizados para su atenuacion (bacterioestaticos) o inhibicion
(bactericidas) vamos a dibujar unas lineas generales sobre los modos de accion de estos

antimicrobianos.

a. Inhibicion de la sintesis de la pared celular o alteracion de la permeabilidad de

la membrana.

La pared celular de las bacterias grampositivas y gramnegativas se diferencia por la
espesa capa de peptidoglicano de las primeras. Dicha envuelta esta constituida por multicapas
de glicano, péptidos, y moléculas de acido teicoico y teicurdnico. La pared de las bacterias
gramnegativas consiste en una fina capa de peptidoglicano rodeada por una segunda capa de

lipopolisacaridos, lo que le confiere baja permeabilidad a los antimicrobianos.
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Para que se forme la pared celular se requiere la sintesis en el citoplasma de las
unidades estructurales de peptidoglicano, que es un pentapéptido de muramil. Sigue el enlace
del pentapéptido de muramil con la superficie citoplasmatica de la membrana celular y su
pase para la fase externa a través de dos intermediarios lipidicos. Esta fase ocurre en la
membrana. Por ultimo, el glicano y el pentapéptido de muramil se enlazan
extracitoplasmaticamente. Los antimicrobianos pueden inhibir la sintesis de la pared celular
en cualquiera de las tres fases de su formacion. Si bien los principales antimicrobianos
utilizados actiian en la fase extracitoplasmatica de la formacion de la pared. Seria el caso de

los beta-lactamicos y de los glicopéptidos.

Las polimixinas presentan un extremo liposoluble que se fija a los fosfolipidos de la
membrana citoplasmatica y un extremo hidrosoluble afin con la parte hidréfila. Provocan una

alteracion estructural de la membrana con su accion a modo de detergentes cationicos.

b. Inhibidores de la sintesis proteica.

La sintesis proteica se inicia con la transcripcion de ADN en ARN mensajero y
termina con la traduccion y translocacion de las proteinas. La inhibicidén suele producirse
durante la traduccion. Los organulos responsables de la traduccion son los ribosomas. Los
organismos procariotas tienen un ribosoma 70S constituido por dos subunidades, la 30S y la
50S, compuestas a su vez por tres tipos diferentes de ARN ribosémico. Hay antimicrobianos
que interfieren con la subunidad 30S (aminoglucdsidos como la estreptomicina y la
espectinomicina) y otros con la 50S (cloranfenicol y florfenicol). Los aminoglucosidos se
unen irreversiblemente a la subunidad 30S del ribosoma e interfieren bloqueando el complejo
de iniciacion (30S-ARNm-ARN transferente). También desaceleran la sintesis de proteinas
que ya se ha iniciado y producen errores en la lectura del ARNm. Las tetraciclinas se unen
reversiblemente a la subunidad 30S e impiden la unién del aminoacil-ARNt que transporta

los aminoacidos al sitio-aceptor del ribosoma para producir la proteina.

¢. Inhibidores de la sintesis de acidos nucleicos.

La inhibicion de la sintesis y/o funcidon de los acidos nucleicos es fatal para la célula

bacteriana porque impiden la replicacion del ADN, la expresion génica y la sintesis proteica.
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Las quinolonas, por ejemplo, impiden la sintesis del ADN a través de interacciones con la
ADN girasa y la topoisomerasa IV, mientras la rifampicina actia en la sintesis del ARN

porque inhibe a la polimerasa del ARN.

d. Inhibidores metaboélicos o antimetabolitos.

Se denominan antimetabolitos a ciertos compuestos estructuralmente similares a los
metabolitos procariotas que pueden competir con éstos inhibiendo diversas rutas metabdlicas.
Las sulfonamidas (como el sulfametoxazol) debido a su similitud con el 4&cido aminobenzoico
hacen que la enzima DHPS, responsable de la union de éste con la pteridina, no intervenga en
la ruta del 4cido folico lo que interfiere en ultima instancia en la sintesis de los acidos
nucleicos. De manera similar, el trimetoprim es andlogo estructural del acido félico e inhibe a
la enzima dihidrofolato reductasa. Por separado tienen un efecto bacterioestatico pero su
utilizacion conjunta (trimetoprim-+sulfonamida) resulta sinérgica y muy eficaz en la lucha

antimicrobiana (Towner, 1995).

1.5.2 Mecanismos de resistencia a los antimicrobia nos.

Las bacterias pueden presentar resistencia intriseca a los antimicrobianos, es decir,
constitutiva por su metabolismo o estructura, o bien pueden adquirirla. También se considera
resistencia ambiental a la condicionada por factores fisico-quimicos del medio donde se
desenvuelve la bacteria. Por ejemplo, la capa mucopolisacarida tipica de las peliculas
bacterianas. Sobre los mecanismos para adquirir dichos determinantes de resistencia
trataremos en el siguiente punto. Inicialmente describiremos las distintas estrategias de

resistencia fenotipica y genotipica a los antimicrobianos.

a. Inactivacion enzimatica: beta-lactamasas y transferasas.

Este mecanismo consiste en la inhibicion del antimicrobiano mediante la produccion
por parte de la bacteria de enzimas como las beta-lactamasas (que inactivan a los beta-
lactdmicos) y las transferasas (actuan contra los aminoglucésidos). Las beta-lactamasas
hidrolizan el anillo beta-lactamico de estos antimicrobianos, quedando imposibilitados para
unirse al sitio activo de la pared celular, o sea, las proteinas fijadoras de penicilinas

(penicillin binding proteins, o PBP, en el inglés original), por lo que no podran interferir en las
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reacciones de transpeptidacion de la sintesis de la pared. En las bacterias gramnegativas las
beta-lactamasas se concentran en el espacio peripldsmico, clasificandose en funcion del
antimicrobiano sobre el que ejercen efecto (cefalosporinasas, cefuroximasas, beta-lactamasas
de espectro extendido o BLEE y metalo-latamasas), si les afectan o no los inhibidores beta-
lactamamicos (4cido clavulanico o EDTA, por ejemplo) y por la ubicacion de los genes que
las codifican (bla) en el cromosoma o en elementos de transmision horizontal como los
plasmidos (por ejemplo las de tipo AmpC como CMY) (Blanco et al. 2006). Bush et al.
(1995a) hiceron una clasificacion funcional (cuatro grupos con subgrupos) basandose en el
sustrato que hidrolizan, su tipo molecular (cuatro, de la A a la D) y la inhibicién de su accion
por el acido clavulénico y el EDTA (Tabla 1.3). Se han descrito mas de 400 beta-lactamasas
distintas, entre las que se han detectado en Salmonella diversas variantes para CMY, OXA,
PSE, TEM, CTX-M, ACC, DHA, KPC, CARB, PER y SHV (Li et al. 2007; Michael et al,
2006).

Las transferasas son responsables de la transferencia de  grupos acetil (N-
acetiltransferasas, genes aac; O-acetiltransferasas, genes sat), fosforil (O-fosfotransferasas,
genes aph o str) o de un nucledtido a grupos hidroxil (O-adeniltransferasas codificacadas por
genes aadA) de la molécula del aminoglicdsido. Esta alteraciéon impide la uniéon del
antimicrobiano a los ribosomas ademds de dificultar su penetracion en la célula.
Recientemente se ha descrito en S. Enteritidis una metilasa de ARNr 16S (gen armA) que
confiere resistencia a practicamente todos los aminoglicésidos excepto a la estreptomicina
(Galimand et al. 2005). El grupo de trabajo de la EFSA para una monitorizacion estandarizada
de las resistencias en Salmonella y Campylobacter recomienda incluir como minimo en los
estudios de CMI a la estreptomicina y a la gentamicina (Bronzwaer et al. 2008), ya que ambos
son de uso ganadero y por tratarse, el primero de ellos, de un indicador de la pentarresistencia
ya mecionada de S. Typhimurium DT104. Sin embargo, otros aminoglicdsicos poco utilizados
en clinica humana como neomicina o kanamicina, y por ultimo la apramicina, sélo prescrita
en sanidad animal, pueden servir como indicadores de la transferencia de la resistencia de los

animales al hombre (Vidal, 2005).
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Tabla 1.3. Claves para la clasificacion de las bacterias con actividad beta-lactamasa (Bush et al. 1995a).

Grupo Inhibicién por . . Clase
L Inhibicién Enzimas
de Sustratos acido ; molecular de
L por EDTA representativas
Bush clavulanico Ambler
AmpC, enzimas de Gram-
1 Cefalosporinas - - P ) C
negativos
Penicilinasas de Gram-
2a Penicilinas + - i A
positivos
Penicilinas,
2b _ + - TEM-1, TEM-2, SH-1 A
cefalosporinas
Penicilinas,
Cefalos' ('):_nas " TEM-3 a TEM-26, SHV-2 a
i .
2be P ) + - SHV-6, Klebsiella oxytoca A
estrecho y amplio K1
espectro, monobactams
2br Penicilinas +/- - TEM-30 a TEM-36, TRC1 A
2c Penicilinas, cloxacilina + - PSE-1, PSE-3, PSE-4 A
2d Penicilinas, cloxacilina +/- - OXA-1 a OXA-11, PSE-2 D
Proteus vulgaris-
2e Cefalosporinas + - ) g . A
cefalosporinasa inducible
Penicilinas,
2f cefalosporinas, + - NMC-A, SME-1 A
carbapenems
3 Mayoria de B-lactamicos _ n Xanthomonas maltophilia B
incluyendo carbapenems L, Aeromonas hydrophila
Burkholderia cepacia
4 Penicilinas - ? P ?

penicilinasa

También se han descrito acetiltransferasas especificas de cloranfenicol codificadas por
diversas variantes alélicas de los genes carA y catB, este ultimo asociado a integrones de tipo
1 (Michael et al. 2006). Por ultimo, un caso peculiar es el de la acetiltransferasa codificada
por el gen asociado a plasmidos aac(6')-Ib que al mutar (cr) sustituye dos aminoacidos
(W102R y D179Y) pasando a tener actividad no so6lo frente a aminoglicésidos sino también

contra la ciprofloxacina (Bronzwaer et al. 2008).

b. Alteraciones en la acumulacion intracelular.

Para disminuir la concentracion intracelular de los antimicrobianos las bacterias
pueden disminuir su incorporacion al citoplasma o bien aumentar su expulsion al exterior.
Para ello se generan mecanismos activos para expulsar los compuestos de su citoplasma
(bombas de eflujo) o simplemente se alteran los mecanismos de transporte y la permeabilidad

de su membrana.
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En las bacterias Gram-negativas las sustancias hidrofilicas penetran la célula
bacteriana a través de porinas, mientras que las sustancias hidrofébicas deben difundir en la
pared celular para llegar al interior de la célula. Algunas bacterias tienen naturalmente una
menor permeabilidad, lo que significa que van a tener una mayor resistencia a los
antimicrobianos, pero si ademas ocurren mutaciones que conllevan la reduccion en el nlimero
de porinas, disminucion del tamafio de sus poros o disminucion de su expresion, se originan
liberos incrementos de la resistencia adquirida a los antimicrobianos (Guardabassi y

Courvalin, 2006).

La especificidad de las bombas de eflujo es muy variable. Las SDC (specific drug
resistance, del inglés original) son especificas para determinadas sustancias, como las
tetraciclinas o el cloranfenicol/florfenicol, mientras que otras, denominadas bombas MDR
(multidrug resistance, del inglés original), son activas para una gran variedad de moléculas,
como seria el caso de las bombas AcrAB, con gran implicacion en la resistencia frente a las
fluoroquinolonas (McDermott, 2006). Los genes responsables de las primeras se encuentran
habitualmente en elementos moviles y por lo tanto son mas susceptibles de la transmisioén
horizontal, mientras que las segundas suelen estar codificadas en el cromosoma y se
transmiten verticalmente (Butaye et al. 2003). Tan s6lo 6 de los 35 genes que codifican las
bombas de eflujo especificas de tetraciclinas han sido descritos en Salmonella: tetA, terB,
tetC, tetD, tetG y tetH; de los cuales el primero esta asociado al elemento SGI1 (ver 1.4.3).
En cuanto a los fenicoles se debe mencionar el papel de bombas especificas para cloranfenicol
(gen cmlA) y de otras compatibles a la vez para florfenicol (f/loR). Mientras que las primeras
apenas ha sido descritas en unas pocas serovariedades de Salmonella, el gen floR esta
asociado a fendmenos de multirresistencia de multiples serotipos (Typhimurium, Albany,
Newport, Agona, Kiambo) quizas por su ubicacion en el elemento génico mobilizable SGI1 y
en plasmidos (Alcaine et al. 2007). Recientemente se ha descrito QepA en Salmonella, una

SDC para fluoquinolonas asociada a plasmidos (Bim Kin, 2009).

c. Cambios y proteccion en la diana
Cuando ocurren cambios en la diana o punto de actuacion del antimicrobiano, éste no
puede ejercer su efecto en la célula. Los cambios en la diana estan asociados a fendmenos de

resistencia para casi todos lo antimicrobianos, pero desde el punto de vista clinico este
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mecanismo es mas importante para penicilinas, glicopéptidos, macrolidos, lincosamidas y
estreptograminas, en las bacterias gramnegativas, y para quinolonas en bacterias tanto Gram-

negativas como Gram-positivas (Guardabassi y Courvalin, 2006).

Las mutaciones en los genes que codifican las subunidades de la ADN girasa o
topoisomerasa Il (gyrA y gyrB) o de la topoisomerasa IV (parC y parE) producen una
disminucién acusada de la sensibilidad al &acido nalidixico y bastante menor a las
fluoroquinolonas (en nuestro estudio enrofloxacina y ciprofloxacina). En el caso del gen gyrA
las mutaciones que implican cambios en los codones suelen darse entre los aminoacidos 67 y
106, por lo que esta region se denomina QRDR (Quinolone Resistance Determinant Region,
del inglés original). Se ha descrito un aumento notable de la CMI para quinolonas, tanto
fluoradas como no, cuando se da una doble mutacion en gyrA (Michael et al. 2006). La
resistencia a las sulfamidas también estd mediada por un mecanismo similar. Las tres
variantes alélicas del gen su/ (normalmente asociado a SGI1 e integrones de tipo 1) codifican
una proteina analoga a la DHPS con mayor afinidad por el acido aminobenzoico que por la
sulfonamida, es lo que se llama un bypass metabolico (Towner, 1995). También contra el
trimetoprim las bacterias han generado un mecanismo de resistencia similar: el gen dfr o dhfr
codifica una dihidrofolato reductasa (DHFR) que sirve como sustrato alternativo al
antimicrobiano. A diferencia de las mutaciones que afectan la estructura/funcién de las
topoisomerasas Il y IV, estos otros determinantes de resistencia (genes sul y dhfr) se pueden

transmitir mediante mecanismos de transmision horizontal (Michael et al. 2006).

La proteccion celular de la diana donde actiia el antimicrobiano es otra forma de los
microorganismos para mostrar resistencias a determinados antimicrobianos. Las moléculas a
las cuales las bacterias son resistentes debido a la proteccidon de la diana son las tetraciclinas y
las quinolonas (Guardabassi and Courvalin, 2006). Las proteinas protectoras de los ribosomas
(RPP) intervienen en la resistencia a las tetraciclinas, un mecanismo que no ha sido detectado
aun en Salmonella (Alcayne et al. 2007; Connell et al. 2003). Si que han tomado relevancia en
los dltimos afios las proteinas Qnr, que de alguna manera interfieren con la interaccion entre
las quinolonas y las topoisomerasas. Desde 1998 se han descrito 5 genes gnr (A, B, C, D, S),
normalmente localizados en plasmidos (PMQR, por Plasmid Mediated Quinolone

Resistance), en cepas de Salmonella spp. (Cattoir et al. 2009; Cavaco et al. 2009a, 2009b).
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1.4.3. Transmision horizontal.

Las bacterias presentan una elevada promiscuidad por su capacidad de intercambio
genético; existiendo mecanismos para adquirir determinantes de resistencia del medio
(transformacion) o para la transmision entre bacterias, bien directamente (conjugacion) o
bien con el concurso de un bacteriofago (transduccion). Estos factores son fundamentales
para entender la extrema rapidez con que se han dispersado los genes y las unidades
subcromosicas de resistencia, mas alla de la mutagénesis y la recombinacion (Salyers y Whitt,

2005).
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Figura 1.5. Estructura del integron de clase 1. Tomado de
Mella et al. 2004.

Ademas de plasmidos y transposones bacterianos, donde se ubican con frecuencia los
genes de resistencia a los antimicrobianos, los integrones constituyen un nuevo tipo de
unidad genética que se caracteriza por la presencia de casetes conteniendo genes de
resistencia (Machado et al. 2007). Los integrones no son mdviles por si mismos, pero a
menudo se ubican en transposones y en plasmidos, lo que asegura su transmision horizontal.
Estos elementos se caracterizan por presentar secuencias conservadas en sus extremos,

incluyendo el gen de la integrasa (inf), una region de integracion para el casete de resistencia
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y promotores para los genes contenidos en el propio elemento (Rowe-Magnus y Mazel,
2002). En Salmonella se han descrito dos tipos de integrones, que se clasifican en funcion del
tipo de integrasa que codifican, siendo el mas frecuente el de tipo o clase 1 (con el gen intl;
Figura 1.5), generalmente asociado a la aparicion de cepas multirresistentes (Michael et al.
2006). Segtn Fluit y Schmitz (1999, 2004), los microorganismos donde han sido encontrados
integrones de clase 1 pertenecen mayoritariamente a géneros de bacterias Gram-negativas
tales como Acinetobacter, Aeromonas, Alcaligenes, Burkholderia, Campylobacter,
Citrobacter, Enterobacter, Escherichia, Klebsiella, Pseudomonas, Salmonella, Serratia,

Shigella, y Vibrio.

En los integrones de clase 1 se han descrito determinantes de resistencia para los
antimicrobianos beta-lactamicos, aminoglicésidos, cloranfenicol, trimetoprim, estreptotricina,
rifampicina, eritromicina, fosfomicina, lincomicina y desinfectantes como las sales
cuaternarias de amonio (Fluit y Schmitz, 2004; Rowe-Magnus y Mazel, 2002). Es frecuente
encontrar dos copias de este integron dentro de un transposon conjugativo de 43 kb
denominado Isla Genética 1 de Salmonella (SGI1). Este determinante de patogenicidad
confiere resistencia hasta ocho antimicrobianos distintos (amoxicilina, ampicilina,
cloranfenicol, florfenicol, espectinomicina, estreptomicina, sulfamidas y tetraciclinas)
dependiendo de la estructura de la SGII1, la cantidad de integrones de clase 1 y el tipo y

numero de casetes de genes de resistencia que éstos abarquen (Vo et al. 2006).
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Figura 1.6. Esquema de la estructura general de SGI1 (Levings et al. 2007)

Ademas, estos clusters y elementos génicos mdviles facilitan la coseleccion de
diversos determinantes de resistencia y otros genes que confieren patogenicidad y virulencia a
las cepas, lo que no solo supone una mas rapida diseminacion de los fendémenos de resistencia
a los antimicrobianos sino un aumento del riesgo por otros factores de morbilidad (Baquero,

2008; Miriagou et al. 2006).
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Tabla 1.4.

Determinantes de resistencia (sin considerar las diferentes variantes alélicas) para los

antimicrobianos incluidos en nuestro estudio encontrados en las diversas serovariedades no tifoideas de

Salmonella enterica (elaboracion propia a partir de Alcaine et al. 2007; Lunn et al. 2010; Michael et al. 2006 y

Solund-Karlsson et al. 2009).

Antibiorresistencia Genes Localizacion Serovarieda  des
- Enteritidis, Typhimurium, Choleraesuis
Tetraciclina tet ’SGI'l Dublin, Ordonez
Plasmidos
catA Plasmidos Choleraesuis, Pullorum
Cloranfenicol catB Casetes en plasmidos Enteritidis, Typhimurium
cmlA Casetes en plasmidos Typhimurium, Choleraesuis, Agona
Cloranfenicol, florfenicol floR SGI1 Typhimurium, Pullorum, Albany, Newport
StrA Plasmido Choleraesuis
Estreptomicina
P SUA + sB Cro,mos_oma Typhimurium, Enteritidis
Plasmidos
Estreptomicina, aadA SGI1 Enteritidis, Typhimurium, Gallinarum

espectinomicina

Casetes Plasmidos

Bredeney, Infantis, Choleraesuis, Hadar
Derby, Tshiongwe, Agona, Newport, Kentucky, Haifa

Gentamicina, kanamicina,
neomicina

aac(3) o aacC,

Casetes, plasmidos,
SGI1

Typhimurium, Newport, Kentucky
Enteritidis, Haifa

armA

Plasmido

Enteritidis

aacA o aac(6')

Casetes, plasmidos

Typhimurium, Infantis, Saintpaul, Agona
Enteritidis, Choleraesuis

aadB Plcéassrﬁitggs Typhimurium, Oranienburg, Gallinarum
Kanamicina, neomicina aphA7 Plasmidos Choleraesuis, Typhimurium
dfrA Casetes Typhimurium, Infantis, Enteritidis, Bredeney, Albany,
Trimetoprim SGI1 cromosomica E_m_ek, Wien, Agona, Choleraesuis, Gallinarum,
y plasmidica Livingstone,
Plasmidos Mbandaka
sul SGI1 . A .
Sulfametoxazol Cromosoma Choleraesfms,_ Typhimurium, Enteritidis
Plasmidos Agona, Infantis
bla SGI1 cromos6mica  Typhimurium
Beta-lactamicos : PSE yp
Penicilinas bla o ) )
CARB Plasmidos Typhimurium
bla Plasmidos N . : )
BLEE TEM Cromosoma Typhimurium, Enteritidis, Infantis, Saintpaul
Penicilinas y bla L N .
ceftazidima OXA Casetes en plasmidos Typhimurium, Agona, Saintpaul
bla P N
BLEE SHY Plasmidos Typhimurium
Penicilinas. cefalosporinas bla Plasmidos Choleraesuis, Typhimurium, Wagenia, Duesseldorf,
' P CMY Derby, Senftenberg, Thompson
bla o Typhimurium, Enteritidis, Panama, Infantis,
BLEE CTXM Plasmidos Senftenberg
Penicilinas, cefalosporinas bIaAAC Plasmidos Bareilly, Mbanka, Livingstone
Penicilinas, cefalosporinas bIaDHA Plasmido Enteritidis
- ) bla
Penicilinas, cefalosporinas KPC Cubana
gyrA
parC
Quinolonas B Cromosoma Typhimurium, Enteritidis
ay (mutaciones en QRDR)
parkE
Fluoroquinolonas gepA Typhimurium
Plasmidos — — -
qnr (PMQR) Enteritidis, Typhimurium, Choleraesuis
aac(6')-1b-cr Typhimurium, Thompson
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2. Planteamiento y objetivos

La concesion del Nobel de Quimica 2009 a Venkatraman Ramakrishkan, Thomas A.
Steiltz y Ada Yonath por su contribucion a la descripcion de la estructura tridimensional del
ribosoma bacteriano ha sido aprovechada por los medios de comunicacidén para romper una
lanza a favor de la investigacion en nuevos antimicrobianos que pudieran actuar sobre dicha
diana. A pesar de las resoluciones de los organismos internacionales como la OMS y de las
evidencias sobre la vertiginosa aparicion y dispersion de antibiorresistencias que reclaman un
uso responsable de los medicamentos -acompafiado de la busqueda de alternativas a estos
tratamientos- aun se insiste en orientar los esfuerzos cientificos hacia la sintesis o

descubrimiento de nuevas moléculas.

La experiencia de estos 50 afios de “era antibidtica” nos ha ensefiado que el éxito de
los nuevos antimicrobianos es efimero pues simplemente sirve para dar pie al siguiente paso
evolutivo de los microorganismos procariotas, mucho mas dotados que los eucariotas en esta
desigual guerra de armamento antimicrobiano-resistencia, gracias a su extraordinaria

capacidad mutagénica, recombinante y sana promiscuidad.

Igual que un repaso somero a los ultimos 200 afios de ciencia médica ha llevado a
algunos autores a hablar de una era preantibidtica quizas deberiamos empezar a plantearnos
que esta era de “tratamientos milagrosos™ llega a su fin. Sin querer ser agoreros -ni mucho
menos a partir de las muy limitadas conclusiones que se pueden desprender de este trabajo-
pretendemos aportar nuestro granito de arena a la mejor comprension de este fendmeno, la
antibiorresistencia, que otros han calificado como “La venganza de los microbios™ (Salyers y
Whitt, 2005), para intentar que este periodo de fructifero uso clinico se prolongue en el

tiempo.

A partir de un cepario compuesto por la mayor variedad posible de serotipos de
Salmonella enterica aislados a partir de numerosos hospedadores trataremos de caracterizar
fenotipica y genotipicamente la resistencia a los antimicrobianos de esta micropoblacion

procedente de la mitad suroccidental de la Peninsula Ibérica.
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Los objetivos que pretendemos alcanzar con el presente trabajo de investigacion son:

1. Determinar cudles son los serotipos, fagotipos y clones mas resistentes de
nuestro cepario.

2. Identificar cuéles son los antimicrobianos a los que presentan mayor resistencia
las bacterias de nuestra coleccion.

3. Relacionar los distintos sistemas de explotacion y manejo de los hospedadores
de Salmonella enterica con sus antibiorresistencias.

4. Establecer cudales son los principales mecanismos de resistencia a los
antimicrobianos entre las cepas de nuestra coleccion, especialmente para el
caso de las cefalosporinas y las quinolonas.

5. Determinar si hay alguna asociacion entre las diversas antibiorresistencias y los

determinantes de resistencia mas habituales.

Para la consecucion de los objetivos expuestos daremos los siguientes pasos:

1. Caracterizar epidemiologicamente los aislados mediante la recogida de datos y
el estudio de sus relaciones clonales (PFGE).
2. Determinar la resistencia fenotipica mediante:

* C(Célculo de la concentracion minima inhibitoria frente a los
antimicrobianos de uso clinico en medicina humana y animal mas
comunes.

e Presencia/ausencia de enzimas beta-lactamasas en las cepas resistentes
a las cefalosporinas.

e Actividad enzimatica de dichas proteinas.

3. Identificar la presencia de integrones de tipos 1 y 2 asi como de sus casetes
génicos asociados, mediante PCR, RFLP y secuenciacion.

4. Determinar la existencia de los determinantes de resistencia mas frecuentes a
las cefalosporinas y las quinolonas mediante PCR y secuenciacion.

5. Hacer un tratamiento estadistico adecuado de los datos para intentar

aproximarnos lo mas fielmente posible a la realidad.
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3. Material y métodos.

3.1. Material biolégico.

Se dispuso para este estudio de 203 cepas aisladas por las unidades de enfermedades
infecciosas de las Facultades de Veterinaria de Madrid (Vigilancia Sanitaria Veterinaria,
VISAVET-UCM), Coérdoba (UCO) y Caceres (UEX) entre 1997 y 2008 (Figuras 3.1 y 3.2).
Las salmonelas fueron aisladas a partir de muestras biologicas obtenidas de animales de las
Comunidades Auténomas de Extremadura y Andalucia, tanto enfermos (18%) como
aparentemente sanos (82%); de muestras control de matadero (ganglios mesentéricos y/o
heces frescas en cerdos y de pollos), de casos clinicos (heces, hisopos cloacales e improntas

de visceras), polvo y heces de naves avicolas o huevos (tabla en anexos).

Aislamiento
H ucwm
@ uco
O UEX

60—

50—

40—

30—

Frecuencia

20—

10—

Avicultura
Buitre negro _:I
Canario—H
Codorniz
Equino
Halcdn
Jabali
Ovino
Perdiz
Piton
Porcino
Parcino Ibérico
Vacuno
Varano

Cigtiefia blanca
0 —
Gallina huevo

Figura 3.1. Distribucion de las cepas por especies hospedadoras y Facultad de Veterinaria de origen: Caceres
(UEX), Cérdoba (UCO) y Madrid (UCM).

Las especies hospedadoras por orden de importacia fueron: cerdo, pollo, gallinas de
puesta, vacuno, perdiz, ovino, equino, canario, jabali, piton y varano. Las cepas nos fueron

entregas serotipadas y fagotipadas cuando procedia (serotipos Typhimurium, 4,5,12:i:-,
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Enteritidis, Hadar y Virchow), por los laboratorios de origen o bien por el Laboratorio
Nacional de Referencia Salmonella-Shigella (ISCIII, Majadahonda, Madrid) o el Centro de
Investigacion en Sanidad Animal (INIA, Algete, Madrid).

Fecha aislamiento
W 1997

E 1998
O 2000
60— Il 2001
[ 2002
B 2003
O 2004
O 2005
O 2007
— Il 2008

70—
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40—

Frecuencia

30—

20—

L ! 1

ucMm uco UEX
Lugar aislamiento

Figura 3.2. Numero de cepas aisladas entre 1997 y 2008 por cada Facultad de Veterinaria de origen: Céceres

(UEX), Cérdoba (UCO) y Madrid (UCM).

3.1.1 Transporte, cultivo y conservacion delasc  epas

Se ha usado como medio de cultivo de referencia la Tryptona Soya Agar (TSA,
Ox01d®) tanto en placa, para recuperar o refrescar, como en tubo Eppendorf de 1,5 ml para el
transporte. Cuando se recibian las cepas desde los laboratorios colaboradores (Madrid,
Cordoba y Céceres), se hacia un pase por agotamiento del tubo sembrado por puncidon a una
placa de Salmonella-Shigella (Conda®) para cerciorarnos del cultivo puro. Tras incubar 18-24
horas a 37° C en aerobiosis se toman 3-4 colonias oscuras (las claras hubieran sido Shigella) y
se hace una siembra por agotamiento en TSA. Para mayor seguridad en la conservacion del
cepario se mantuvieron dos colecciones completas, cada una con método distinto de

conservacion, en dos ultracongeladores (-70° C) de diferentes edificios.
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a. Conservacion en criovial.

Con un hisopo estéril se toman la mayor parte de las colonias crecidas en TSA segin
hemos explicado en el punto anterior. Se sumerge el hisopo entre las bolas microperforadas
suspendidas en el medio de cultivo del criovial (Vikakstore®) hasta que se desprende el
indculo. Se deja reposar dos minutos y extraemos el medio con micropipeta para después

congelar a -70° C.

b. Conservacion en glicerol.

Las células resisten la ultracongelacion suspendidas en una dilucion de glicerol al
20%. Pipeteamos 300 pl de la suspension de las salmonelas en LB (ver preparacion del
inéculo en 3.2.b.) en un tubo eppendorf de 1,5 ml y se resuspende con 200 pl de glicerol

estéril diluido al 50% en agua destilada, que se conserva a -70°C.

3.2. Estudio de las relaciones clonales.

Pese a componerse la coleccion de aislados sin relacion epidemioldgica aparente
decidimos realizar un estudio de relaciones clonales. Escogimos el PFGE por ser la técnica

mas habitual en Salmonella y estar estandarizada por PulseNet (http://www.cdc.gov/pulsenet).

Esta red de laboratorios, aunque dependiente del Center for Diseases Control and Prevention
(CDC) estadounidense, es referencia mundial para la salmonelosis y otras toxiinfecciones
alimentarias. Esta parte del planteamiento experimental fue realizada en colaboracioén con el
Centro de Vigilancia Sanitaria Veterinaria (VISAVET) dependiente de la Universidad

Complutense de Madrid, donde realicé varias estancias de investigacion.

3.2.1. Electrofororesis de campo pulsado (PFGE).

El PFGE es una técnica que combina endonucleasas de restriccion y electroforesis
para establecer un patrén de bandas propio de cada muestra de ADN. De manera que
comparando los distintos patrones, gracias a los correspondientes estudios estadisticos, se
puede establecer la relacion genética entre las cepas problema. Utilizamos el equipo Chef-

DR®III System de BioRad asi como los reactivos de dicha marca mientras no se indique lo
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contrario.

El ensayo se divide en tres fases:

30

Extraccion y purificacion del ADN
Digestidon enzimatica con la endonucleasa de restriccion Xba |
Electroforesis del producto de digestion en condiciones de cambio de la direccion del

campo eléctrico.

3.2.1.1 Extraccion y purificacion del ADN: preparacion de los bloques.

1. El molde es sellado por uno de los extremos con cinta de autoclave (10 bloques por
molde), preparandose dos bloques para cada cepa.

2. Se prepara una suspension bacteriana diluida al 20% en el colorimetro. Con una
pipeta Pasteur rellenamos la cubeta con 2 ml de TE y con un hisopo tomamos las
colonias de una placa de TSA.

3. Prelisis celular en tupo Eppendorf

-200 pl de la suspension bacteriana

-10 pl de proteinasa K (4 pg/ul, Roche®)

-200 pl de agarosa (atemperada a 50°C, Pronadisa®)

La mezcla homegenizada se introduce en cada molde.

4. Lisis bacteriana:

En un tubo universal afiadimos:

-5 ml de Buffer de lisis

-25 ul de proteinasa K

-Bloques del paso anterior solidificados en el molde

5. Se incuba 2 horas a 54°C en agitacion junto al Buffer TE 1y agua ultrapura estéril

que utilizaremos en los lavados.

3.2.1.2 Lavados

1. Se vacian los tubos universales en un filtro, con mucho cuidado de no perder los
bloques.

2. Se afiade 10 ml de agua ultrapura estéril (precalentada) e incubamos 10 minutos a
50°C en agitacion.

3. Se vuelven a vaciar los universales en el filtro y volvemos a afiadir otros 10 ml de
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agua. Incubamos de nuevo 10 minutos a 50°C en agitacion.

4. Se desecha el agua y repetimos el proceso anterior 4 veces mas pero afiadiendo 10
ml de Buffer TE 1X (precalentado a 50° C) e incubando en las mismas condiciones.

5. Se incorpora cada bloque a en un tubo Eppendorf con 1 ml de Buffer TE.

6. Se conserva en refrigeracion a 4° C.

3.2.1.3 Predigestion

1. Se prepara un eppendorf con 180 ul de agua Milli Q estéril y 20 ul de Buffer
Tango.

2. Se sumerge un tercio de cada bloque en tubo Eppendorf con Buffer Tango diluido
1:10.

3. Se incuba 10 minutos a 37 °C en el bafio sin agitacion.

3.2.1.4 Digestion

1. Pipeteamos el buffer anterior y afladimos:

-175 pl de agua ultrapura estéril

- 20 pl de Buffer Tango

- 5 ul de enzima Xba I (5 U, Roche®)

2. Se incuba durante 2 h a 37° C en el bafio sin agitacion.

3. El contenido se desecha de nuevo y se afiaden 200 pl de TBE 0,5X.

3.2.1.5 Electroforesis

1. Tanto para la cubeta de electroforesis como para la elaboracion de los geles se
necesita tampon TBE 0,5X.

2. Hay que atemperar la cubeta a 14°C.

3. El soporte para el gel se prepara limpidndolo bien con alcohol.

4. Se seca el bloque previamente a su colocacion en el peine.

5. Los bloques son colocados en el peine con las cepas control Salmonella Bradenburg
H9812 (PulseNet) en los extremos y el centro.

6. Se coloca el peine y echa la agarosa (al 1%, de Pronadisa) quedandonos siempre
con un poco en la botella y previamente a tapar. Cuando el gel esté seco se quita el

peine y se rellenan los pocillos con la agarosa que ha sobrado, se deja secar y se quita
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el soporte lateral del gel.

7. Se limpia bien tanto los laterales como la parte de abajo del gel de los restos de
agarosa.

8. Poner el soporte en la cubeta y encajar el gel en €l.

9. Se deja correr 20 h a 14 °C, angulo de 120°y 6 V.

10. El gel es tefiido transcurrido dicho tiempo con SYBR Safe DNA gel stain

(Invitrogen).

3.2.1.6. Captura de imagen y tratamiento de datos.

La captura de la imagen del gel se realizo en un equipo Fluor-S Multimager y software
Quantity One 4.4.0. (ambos de BioRad®). Se aplicd un coeficiente Dice del 1% para construir
los dendogramas (similitud de los patrones de bandas) con Bionumerics 5.2 (Applied Maths-
BioRad®). La asignacion de bandas se hizo de manera manual. Se consideraron del mismo

pulsotipo a todas las cepas con idéntico patrén de bandas.

Estudio fenotipico

3.3. Sensibilidad antimicrobiana; la concentracio n minima
inhibitoria.

La concentracion minima inhibitoria (CMI) es “la menor concentracion de un agente
antimicrobiano (en mg/l) que, bajo condiciones in vitro definidas, impide el crecimiento

visible de un microorganismo en un periodo de tiempo concreto” (EUCAST, 2003).

Se trata del método aceptado y estandarizado por el European Committee on
Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) de la European Society of Clinical
Microbiology and Infectious Diseases (ESCMID) y usado en numerosos paises punteros en la
investigacion microbiologica como Francia, Alemania, Suecia, Reino Unido y los Estados

Unidos (Kahlmeter et al. 2006).
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3.3.1 El método de la microdilucidon en medio de cu Itivo.

Este método ha sido descrito en la norma ISO 20776-1:2006 como referencia para el
“ensayo de susceptibilidad de agentes infecciosos y evaluacién del funcionamiento de los
dispositivos de susceptibilidad antimicrobiana”. Segun dicha norma la microdilucion en
medio es la prueba de susceptibilidad a los antimicrobianos consistente en hacer disoluciones
crecientes (normalmente en progresion geométrica de razén 2) del agente antimicrobiano en
placas de microdilucion con capacidad de <200 pl e incorporando volimenes apropiados de

otro medio de cultivo con un indculo de la bacteria problema.

a. Los reactivos

El medio de cultivo utilizado fue Mueller-Hinton (Oxo0id®) elaborado segun las
condiciones especificadas en la propia norma ISO. En todos los casos se conocian el nimero
de lote, la potencia, la fecha de caducidad y las condiciones particulares de almacenamiento
de cada uno de los estandares de los agentes antimicrobianos suministrados por las empresas
farmacéuticas. La cantidad de antimicrobiano necesaria para elaborar la disolucion madre, a
partir de la cual se haran las diluciones seriadas para el ensayo, se calcula a partir de la
formula: m=V-p/P Donde m es la masa del agente expresada en gramos (g), p es la
concentracion de la primera solucion (mg/l), P es la potencia del agente antimicrobiano

(mg/g) y V es el volumen del diluyente (1).

La concentracién en la primera solucion fue 10.240 mg/l usando los disolventes
especificados por el fabricante del antimicrobiano, o bien la farmacopea europea.
Posterioremte se obtuvieron las 4 diluciones madre con los siguientes diluyentes
recomendados por la citada norma ISO (Tabla 2.1) a partir de las cuales mediante dilucién a
su vez en volumenes ascendentes del medio de cultivo Miiller-Hilton se obtuvieron las
soluciones de trabajo desde concentraciones 0,25 a 1.024 mg/l en progresiéon geomética 2,
excepto para las cefalosporinas y fluroquinolonas en las que el rango de concentraciones fue

de 0,06 a 512.

Posteriormente 50 pl de cada disolucion final es dispensada en las placas de

microdilucion (microtiter fondo V estéril Deltalab®) de menor a mayor concentracion. Se
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obtiene una concentracion doble de la deseada pues incorporaremos posteriormente otros 50
ul del indculo en el mismo medio de cultivo, obteniendo asi concentraciones de CMI de entre
0,13 y 512 mg/1 (o bien 0,03-256 mg/l, como ya explicamos anteriormente para cefalosporinas
y quinolonas). En todo caso incluimos un pocillo control positivo y otro negativo segun lleve
0 no inoculo, sin agente antimicrobiano disuelto en el medio. Segin la norma ISO las placas
se pueden almacenar, debidamente precintadas, en congelacion (-20 °C) hasta 3 meses.
Debido a que compuestos como el acido clavulanico se degradan mas facilmente decidimos

conservarlas todas a -70 ° C.

Tabla 3.1. Disolventes y diluyentes necesarios para la preparacion de las microdiluciones.

Antimicrobiano

Disolvente

Diluyente

Estreptomicina

Agua destilada

Agua destilada

Neomicina Agua destilada Agua destilada
Kanamicina Agua destilada Agua destilada
Gentamicina Agua destilada Agua destilada
Apramicina Agua destilada Agua destilada
Cloranfenicol Etanol 95% volumen Agua destilada

Florfenicol Etanol 95% volumen Agua destilada

i ) Tampon fosfato

Ampicilina Tampén fosfato 0,1 M. pH 8,0 0,1 M. pH 6,0

i ) Tampon fosfato
Amoxicilina Tampén fosfato 0,1 M. pH 6,0 0,1 M. pH 6,0
Amoxicilina+Ac. . Tampon fosfato
clavulanico (2:1) Tampon fosfato 0,1 M. pH 6,0 O,lFI)\/I. pH 6,0
Cefalotina Tampén fosfato 0,1 M. pH 6,0 Agua destilada
Cefiofur Tampén fosfato 0,1 M. pH 6,0 Agua destilada

Cefotaxima Agua destilada Agua destilada
Ceftazidima Solucién saturada de bicarbonato sédico Agua destilada
Cefquinoma Tampén fosfato 0,1 M. pH 8,0 Agua destilada

Mitad del volumen de agua, 1 vol. De NaOH 1 M para
Acido nalidixico disolver, por ultimo se lleva al volumen total con agua Agua destilada
destilada.
Mitad del volumen de agua, 1 vol. De NaOH 1 M para
Enrofloxacina disolver, por ultimo se lleva al volumen total con agua Agua destilada
destilada.
Mitad del volumen de agua, 1 vol. De HCI 1 M para
Ciprofloxacina disolver, por Ultimo se lleva al volumen total con agua Agua destilada
destilada.
Mitad del volumen de agua, 1 vol. H,SO,4 0,05M para
Sulfametoxazol disolver (a 80° C), por ultimo se lleva al volumen total con Agua destilada
agua destilada
: . Mitad del volumen de agua, 1 vol. De HCI 0,1 M para
Trimetoprim- disolver, por Gltimo se lleva al volumen total con agua Agua destilada
sulfametoxazol (1:19) ISOIVET, p desti 9 9
estilada.
Mitad del volumen de agua, 1 vol. De HCI 0,1 M para
Trimetoprim disolver, por ultimo se lleva al volumen total con agua Agua destilada
destilada.
Tetraciclina Agua destilada Agua destilada
Espectinomicina Agua destilada Agua destilada
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b. El indculo y la incubacion.

Con el objetivo de lograr una suspension celular final en el pocillo de 5 - 10>+ 3 - 10°
UFC/ml, sembramos en Tryptona Soya Agar (TSA, Oxoid®) a partir del criovial de
conservacion y a la mafiana siguiente tomamos de tres a cinco colonias que transferimos a 5
ml de medio MH e incubamos 2,5 horas en agitacién (250 rpm). Ajustamos la suspension
bacteriana con solucion salina estéril hasta lograr un patron de turbidez de entre 0,08 y 0,13 a
longitud de onda 625 nm en 1 cm de recorrido de cubeta (Perkin Elmer®), equivalente al
patrén 0,5 de la escala McFarland, obteniendo una concentracion celular de 1 - 10® UFC/ml.
Posteriormente se diluyen 120 pl de la suspension bacteriana en 11,880 ml de caldo MH,

siendo ya el inoculo que se sembrard (50 pl) en las placas de microtitulacion.

Puntualmente se debe hacer un control de calidad de las suspensiones normalizadas
de indculo para cerciorarse de que la concentracion real de las mismas es de 5 - 10° UFC/ml.
Se toman 10 pl del pocillo de control positivo (sin antimicrobiano) justo después de la
inoculacion para diluirlo en 10 ml de solucidn salina. De esta suspension se siembran 100 pl
sobre una placa de TSA. Se deberian obtener de 20 a 80 colonias tras 18-20 horas de

incubacién a 37 °C en aerobiosis.

Las placas de microdilucion se incubaron selladas con parafilm hermético (nunca se
apilaran mas de 5 para asegurarnos una calefaccion homogénea) a 37 °C durante 18 (£ 2)

horas.

c. Lectura de los resultados.

Cuando el control positivo tiene un botén de crecimiento o una turbidez definida y no
hay crecimiento en el control negativo se procede a leer los resultados. La CMI es la
concentracion mas baja de antimicrobiano en cuyo pocillo no hay crecimiento bacteriano
visible. En cuanto a la CMI para los compuestos con sulfametoxazol y trimetoprim se
considera la concentracion mas baja que inhibe aproximadamente el 80% del crecimiento

comparado con el control positivo.

d. Control de calidad.

En cada par de las placas de microtitulacion que sirven para realizar el ensayo en 10
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cepas problema se incluyen dos cepas de coleccion como control de calidad Staphyloccus
aureus ATCC 29.213 'y Escherichia coli ATCC 25.922. Para considerar valido el
experimento, el valor de CMI para cada una de ellas debe estar dentro de los intervalos dados
por la norma ISO 20.776-1:2006, excepto en los siguientes antimicrobianos: estreptomicina,
neomicina, apramicina, florfenicol, cefalotina, ceftiofur, cefquinoma y enrofloxacina, para los
que tomamos como referencia los valores aportados por EUCAST para estas dos cepas

(http://www.eucast.org/).

e. Resistencia.

Hemos seguido las recomendaciones de EUCAST para determinar la resistencia
epidemioldgica de nuestro cepario. Estadisticamente se determina el punto de corte (cut off
value) de la CMI a partir de los resultados de las cepas salvajes (WT, del inglés Wild Type) de
los diversos microorganismos. Estos valores son fruto de la colaboracion desinteresada de
multitud de laboratorios de toda Europa (EUCAST, 2000b). En algunos casos atin no se han
publicado los valores oficiales por no tratarse de cifras estadisticamente significativas
(indicado con un * en la siguiente relacién). A continuacién indicamos entre paréntesis el
maximo valor de CMI (mg/1) de cada antimicrobiano para que una cepa sera considerada WT,
por encima de dicho valor se considera resistencia epidemioldgica:

Estreptomicina* (32), Espectinomicina* (256),  para Escherichia coli por no existir datos para
Neomicina (4), Kanamicina* (4), Gentamicina (2), Salmonella  spp.), Acido  nalidixico  (16),
Apramicina* (8), Cloranfenicol (16), Florfenicol (1§), Enrofloxacina  (0,13), Ciprofloxacina (0,064),
Ampicilina (4), Amoxicilina (4), AmoxitAc. Sulfametoxazol (256), Trimeto+sulfametoxazol (1),

Clavulanico (4), Cefalotina* (32), Ceftiofur (2), Trimetoprim (2), Tetraciclina (8)
Cefotaxima (0,5), Ceftazidima (2), Cefquinoma (0,25

Calculamos, asimismo, las concentraciones minimas inhibitorias 50, 75 y 90
(CMI50, CMI75 y CMI90) que se definen como la menor concentracién de antimicrobiano
que inhibe el crecimiento del 50, 75 y 90%, respectivamente, de los microorganismos (Piriz,
1989). El rango o intervalo nos indica los valores de CMI maximo y minimo que inhiben el
crecimiento de las salmonelas encuadradas en un determinado serovar: por un lado de las
ocho serovariedades en las que disponiamos de mas de cinco cepas: Typhimurium, 4,5,12:i:-,
Anatum, Choleraesuis, Enteritidis, Derby, Mikawasima y Tomegbe. Y de manera diferencia
para las cepas de tres serovares aisladas de cerdo blanco: Brandenburg, Rissen y Typhimuium.

El resto de cepas, de serotipos con cinco o menos aislados, se agruparon bajo el epigrafe
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“otras”. Por ultimo, se calcula el porcentaje de cepas que presentan resistencia a cada
antimicrobiano, o sea, las que se inhiben a CMI mayor que la establecida para las cepas

salvajes (EUCAST, 2000a). Todos estos resultados estan contenidos en los anexos.

3.4. Actividad beta-lactamasa

Una vez caracterizada la resistencia a los antimicrobianos del panel nos centramos en
los mecanismos que posibilitan dicho fenomeno, especialmente en lo referido a quinolonas y
cefalosporinas. Como hemos visto en la introduccidon, uno de los principales mecanismos de
resistencia a los beta-lactdmicos es la produccion por parte de las bacterias de enzimas que
hidrolizan el anillo beta-lactdmico de dichos antimicrobianos: las beta-lactamasas. Nos hemos
basado en esta parte experimental en la experiencia adquirida en nuestros laboratorios gracias
sobre todo a los trabajos previos de las ya doctoras Maria Lorenzo (2009) y Nuria Garcia

(2010).

3.4.1 Prueba cualitativa en placa.

Este andlisis se realiza previamente a la cuantificacion de la actividad beta-lactamasa
para comprobar que la resistencia a las cefalosporinas se debe a dichas enzimas y no a otros
mecanismos. Se vierte una gota de la cefalosporina cromogénica nitrocefin (500 pg/ml,
Calbiochem®) sobre cada colonia problema -es decir de cepas resistentes a las
cefalosporinas- tras su crecimiento a 37 ° C durante 18 horas (+/- 2). En caso de que presente
actividad B-lactamasa el nitrocefin virard del marrén-amarillo original a tonos rojo-
anaranjados en el siguiente minuto. En funcién de la intensidad de la reaccion ésta sera

valorada como negativa, baja (tonos calidos claros) o alta (rojizo).

3.4.2 Cuantificacion.
Las cepas positivas a la prueba cualitativa eran sometidas, tras la preparacion de su

extracto acelular, al test espectofotométrico de actividad betalactdmica, con el nitrocefin como

sustrato y el acido clavulanico como perfil de inhibicion.
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3.4.2.1 Preparacion de extractos acelulares.

3.4.2.1.1 Precultivo.

Recuperamos las cepas conservadas en criopreservacion en un medio de cultivo sélido
especifico (Salmonella-Shigella, CONDA®) con el objetivo de cerciorarnos del cultivo puro.
Se incuba toda la noche a 37° C en aerobiosis. A continuacion se sembraban 4-5 colonias de
las placas de agar en 5 ml de medio liquido (LB Broth, CONDA®). Se incuba durante la

noche a 37° C en aerobiosis y agitacion (175 rpm).

3.4.2.1.2 Cultivo.

Posteriormente se hace una nueva siembra por dilucion 1:100 de la anterior, en el
mismo medio. Es decir 0,4 ml de suspension bacteriana en 40 ml de LB en matraz de
Erlenmeyer. Se incuba en incubador orbital (agitacion 4.000 rpm). Hay que controlar el
crecimiento celular para evitar que las bacterias entren en fase estacionaria, aunque
permitiendo un crecimiento suficiente. Medimos la densidad optica (DO) a 600 nm de
longitud de onda de tres cultivos a partir de una hora de crecimiento con intervalos de 15
minutos hasta llegar a valores de 0,4-0,8 de absorbancia. Una vez logrado ésto se meten en
hielo todas las cepas para detener el crecimiento y se pasa a medir la DO de todas las cepas.
Algunas requeriran continuar con el crecimiento en el agitador orbital o dilucion en medio LB
estéril. Guardamos 150 pl del cultivo por si fuera necesario repetir la prueba cualitativa de

determinacion de la produccion de actividad B-lactamasa en las células vivas con nitrocefin.

3.4.2.1.3 Lisis celular.

Se centrifuga cada cultivo a 4.000 rpm durante 10 minutos a 4° C, en tubos Falcon
estériles de 50 ml. Resuspendemos el sedimento o pellet en 50 ml de tampdn fosfato sddico
(PiNa) 50 mM, pH 7. Lavamos y volvemos a centrifugar en idénticas condiciones para
eliminar los restos del medio de cultivo. Se resuspende de nuevo en 2 ml de PiNa 50 mM, pH

7. En este punto podemos seguir con el protocolo, y por tanto sonicar, o bien congelar a -80°

C.
Para lisar las células recurrimos a un método por ultrasonidos (Vibra Cell®). Los

cultivos, 20 veces concentrados en PiNa, se mantienen suspendidos en agua-hielo antes y

durante la sonicacion con microsonda a 100% de potencia y con un 33% de eficiencia en
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ciclos de 30 segundos. Se aplican los ciclos durante 60-120 segundos hasta que la suspension
bacteriana pierde turbidez. Tras centrifugar a 8.000 rpm durante 5 minutos a 4°C, con el
objetivo de eliminar restos celulares indeseados, el sobrenadante, compuesto por citosol y
membrana plasmatica, se recoge en al menos dos alicuotas en tubos Eppendorf de 1,5 ml. Los

extractos acelulares se almacenaban a -80° C hasta su utilizacion.

3.4.2.2 Prueba cualitativa en tubo.

A partir de los extractos conservados vamos a volver a contrastar de manera cualitativa
la actividad beta-lactamasa con el propdsito de ajustar la cantidad del mismo que serad
necesario para la parte cuantitativa del ensayo. Se toman 20 pl de cada extracto y se enfrentan
a 20 pl de nitrocefin (50 pg/ml en PiNa 0,1M pH 7) en un tubo a temperatura ambiente
durante un par de minutos. El cambio de coloracion en los extractos —desde el amarillo al
rojo pasando por un intermedio rosaceo- fue evaluado mediante signos positivo/negativo. La
aparicion de color rojo en el tubo, después de 2 minutos, se considerd positivo +++ (alta
actividad), los tonos rosaceos indican actividad media (++) o baja (+). Por ultimo, el amarillo

equivalente al control negativo se considerd negativo (-).

3.4.2.3 Determinacion cuantitativa de la actividad beta-lactamasa.

En funcion de la concentracion de beta-lactamasas en el extracto acelular, la
degradacion del nitrocefin serd mads o menos intensa. Al tratarse de una cefalosporina
cromogénica su degradacion supondra un cambio de color detectable a una logitud de onda de
486 nm. El ensayo se llevdo a cabo en un espectrofotometro con carrusel atemperado
(Espectrofotémetro Helios-beta, Thermospectronic®) de manera que se pudieron hacer cuatro
medidas consecutivas a una temperatura constante de 37° C en cada una de las cubetas
problema: dos con el nitrocefin como sustrato y otras dos afiadiendo el clavulanato como
inhibidor. Se descarto realizar el ensayo con EDTA puesto que entre las cefalosporinasas
detectadas genotipicamente y mediante isoelectroenfoque (enzimas TEM y OXA), ninguna es
inhibida por dicho compuesto (Bush et al. 1995b). El ensayo se repitio desde el precultivo de

manera que contamos con cuatro medidas de cada cepa con y sin clavulanato.

Para realizar esta prueba son necesarios los siguientes reactivos: nitrocefin

(Calbiochem®, 500 pg/ml), tampon fosfato sédico (PiNa 0,1M pH 7.0 atemperado a 37°C) y
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clavulanato sodico (Sigma®, 1 mg/ml).

3.4.2.3.1 Procedimiento.

Descongelamos los extractos tan so6lo una vez por ensayo y se mantienen en agua-
hielo hasta su utilizacion. Las dos primeras cubetas contienen 860 pl (para los extractos + en
el ensayo cualitativo), 870 ul (++) o 880 ul (+++) del tampon PiNa atemperado a 37° C; mas
100 pl del nitrocefin. A las dos ultimas cubetas se incorporan, ademas, 10 ul del clavulanato
asi como se resta esos mismos 10 pl a la cantidad de tampdn de cada cubeta. La cantidad de
extracto convenida en funcién de la actividad cualitativa demostrada (10 pl en casos de alta
actividad 6 +++, 20 pl en ++ y 10 pl en poco activos: +) se deposita en la cubeta.
Rapidamente se voltea cinco veces cada cubeta usando parafilm como sellador y acto seguido
se depositan en el carrusel para proceder a la medicion de la actividad enzimatica
(absorbancia, ABS) frente al tiempo (minutos), con hasta seis mediciones cada 30 segundos,
que generara la correspondiente curva cinética. El valor de la pendiente (mM=AABS/At) se
calculd siempre en el tramo de la curva en fase exponencial, es decir antes de que comenzara
el agotamiento enzimatico del sustrato, procurando que los valores estuvieran comprendidos
entre 0,01 y 0,1. La actividad enzimatica se calcula segun la ley de Beer-Lambert a partir de

la siguiente ecuacion:
Act. Enz. (mU/mg)= [(mM*10°/20500)/V cy(racto(ml)]/Cpr(mg/ml)

Donde Act. Enz es la actividad enzimatica medida en mU/mg. N) es la pendiente de la
absorbancia (ABS) frente al tiempo (minutos). Aplicando la Ley de Beer-Lambert se calcula
la cantidad de sustrato transformado por unidad de tiempo (U/ml), y de aqui la actividad
enzimatica en U/ml de extracto (siendo U las micromol'min-1). Se aplica un factor de
correccion de 10° mientras que 20.500 (M™' em™) es el coeficiente de extincion de Beer-
Lambert para una longitud de onda de 486 nm. Vxiracto Volumen (ml) del extracto sobre el que
se ha cuantificado la actividad y Cpr la concentracidn de proteinas totales del extracto (mg/ml)
segin el método de Bradford (ver 3.4.2.3.2). Por ultimo se calcula la actividad especifica

(U/mg proteina).
Finalmente obtuvimos dos medidas de la actividad enzimatica que se corresponden
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con los dos ensayos completos que hemos realizado. En cada tanda elegimos la mayor
pendiente (de las dos posibles) de actividad cinética y la menor concentracion de proteinas
totales de cada extracto, o sea que obtenemos la actividad enzimatica de mayor dispersion

posible, representandose graficamente la media de ambas actividades junto a su barra de error.

3.4.2.3.2 Calculo de la concentracion de proteinas totales (Método de Bradford).

El método de Bradford (1976) se basa en una reaccidén colorimétrica del reactivo del
mismo nombre en funcion de la concentracion de proteinas en el extracto problema (que
virara de marrén a tonos azules mas intensos cuanto mas proteina contenga). Al medir la
absorbancia para una longitud de onda de 595 nm y aplicar la funcidn de la recta patron de
medidas sucesivas (2, 5, 10, 15 y 20 ul) sobre un estandar de proteina sérica bovina de
concentracion inicial conocida (140mg/ml) averiguamos la concentracion de proteina total

(mg/ml).

Se necesitan 200 pl de reactivo de Bradford (5x), 700 pl de agua destilada y 100 ul de
extracto diluido 1:10 por reaccidon. Se ordenan las diversas reacciones de menor a mayor
intensidad y se procede a la medicidn en el espectrofotometro. Se realizaron dos ensayos por
extracto, de modo que obtuvimos dos medidas de la concentracion de proteinas totales por

cepa.

3.5 Determinacion de enzimas beta-lactamasas media nte
iIsoelectroenfoque.

Esta técnica permite comprobar si la actividad enzimatica medida en el punto anterior
se debe a una o a varias enzimas. Se trata de un tipo de electroforesis en el que las moléculas
anfotéricas, como las proteinas, se separan debido a la diferencia de potencial en un gel con
un gradiente de pH. Las moléculas se agrupan segtin su punto isoeléctrico (pI) dentro de dicho
rango de pH entre el mas alcalino (en catodo) hasta el mas &cido (en 4anodo). De este modo
pudimos comprobar si realmente unicamente habia una proteina beta-lactamasa por muestra
asi como el tipo que se trataba en funcion de su punto isoeléctico (por ejemplo el pI de TEM

es 5,7y el de OXA 7,7).
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Para llevar a cabo esta prueba utilizamos los siguientes reactivos de Bio-Rad: Buffer
de anodo (10x), buffer de catodo (10x), IEF standard (250 pl), geles IEF (pH3-pH10) con

capacidad de cada uno de los 10 pocillos para 30 pl de extracto crudo de proteina.

Se procura utilizar el volumen necesario de extracto problema para que la cantidad de
proteina fuera en cada caso igual o superior a 30 pg. Para ello nos basamos en los resultados
obtenidos por el método de Bradford, tal como explicamos en el punto 3.4.2.3.2.
Completamos cada muestra hasta 20 pl con agua destilada y 2 ul de glicerol (al 50%) como
tampon de carga. Se utiliza una cubeta de electroforesis vertical (BioRad) con una intensidad

de corriente constante de 13mA.

Para el revelado se usa de nuevo la cefalosporina cromogénica nitrocefin (0,1mM),
que hace las veces de sustrato para las beta-lactamasas problema, tras diluirlo en tampdén PiNa

(0,1 N, pH 7.0) y atemperarlo a 37° C durante 15 minutos.

Estudio genotipico

Tras estudiar la resistencia fenotipica a los distintos antimicrobianos del panel y
profundizar en mecanismos concretos como las enzimas beta-lactamasas, en lo que a
resistencia a las cefalosporinas se refiere, pasamos a buscar y caracterizar los determinantes

genéticos de resistencia.

3.6 Extraccion y cuantificacion del ADN

3.6.1. Extraccion

Adaptamos el método de extraccion de ADN basado en el fenol-cloroformo descrito

por Cheng y Jiang (2006):

1. Preparacion del inéculo.
En 5 ml de medio LB se siembran 3-4 colonias provenientes de una placa de TSA con

las salmonellas en cultivo puro, a continuacion se cultivaron a 37°C en aerobiosis durante 18-
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24h en agitacion (200 rpm). Nos aseguramos que no han entrado en fase estacionaria
midiendo la absorbancia (A=625) de la suspension celular en el espectrofotometro:

1,5>ABS<2. Se centrifuga a 4.000 rpm durante 10 min. a 4° C y se desecha el sobrenadante.

2. Lavados con STE
Se resuspende el pellet dos veces seguidas con 400 pl de tampon STE (NaCl 100 mM,
Tris HC1 10mM, EDTA ImM pH 8). Se centrifuga para poder retirar el sobrenadante a 10.000

rpm durante 1 min. a 4°C.

3. Resuspender en TE
Sobre el pellet anterior aplicamos 400 pl del tampon TE (10 mM Tris HCI, 1 mM
EDTA pH 8) y se agita en un vortex.

4. Lavado con fenol tris-saturado
Se adicionan 400 pl de una mezcla de Tris (2mM pH 8) y fenol. Agitamos suavemente
durante unos segundos. Luego se centrifuga a 10.000 rpm durante 2 min. a 4° C y tomamos

con una micropipeta 380 ul de la fase acuosa en un tubo eppendorf estéril de 1,5 ml.

5. Mezcla con fenolcloroformo.
Se afiaden en el eppendorf 380 pl de fenolcloroformo (1:1) y mezclamos bien. Se
centrifuga a 10.000 rpm durante 1 minuto a 4° C. Transferimos 360 ul de la fase acuosa

superior a otro eppendorf.

6. Cloroformo saturado.
Adicionamos 360 ul de cloroformo saturado con agua (1:1). Se mezcla bien y
retiramos 350 pl de la fase acuosa. Mezclamos ésta con 5 pul de ARNasa (10mg/ul) e

incubamos a 37°C durante 10 min.
7. Cloroformo saturado.

Se realiza un nuevo lavado con 350 ul de cloroformo saturado. Transferimos 340 pl

de la fase acuosa superior a un eppendorf de 1,5 ml.
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8. Conservacion del ADN

Todos los viales se conservaron en congelaciéon a -20° C

3.6.2 Cuantificacion del ADN

Para asegurarnos de que el método de extraccion habia funcionado correctamente

cuantificamos el ADN mediante la comparacion con el patron del fago A.

Como conocemos la concentracion del [fago A]=50ng/ul, podemos relacionar la
cantidad en cada carrera del gel de electroforesis con el tamafio de las muestras de ADN. Es
decir, al comparar las bandas del ADN problema con las bandas similares del fago podemos
inferir la cantidad aproximada de ADN problema de cada banda y por extension su

concentracion.

Electroforesis.

Preparamos un gel de agarosa (Agarose D1 Low EEO, Conda®) al 0,7% en TBE
(x0,5, BIO-RAD®) con 0,5 pg/ml de bromuro de etidio (10mg/ml, BIO-RAD®) donde
correremos las muestras de ADN (9 ul + 1 ul de TC) en cubeta de electroforesis (BIO-
RAD®) junto a las tres preparaciones de fago antes especificadas a 50-80 V. Las fotos se
realizaron en un transiluminador y el andlisis de las mismas con el software incorporado

(GeneSnap, Syngene®).

3.7. Deteccion y caracterizacion de los integrones

Como ya hemos comentado en la introduccidn, cada integrén tiene una integrasa
especifica. En nuestro caso buscamos los genes intl e int2 que codifican la integrasas de los

correspondientes integrones de tipo 1 y 2, respectivamente.

3.7.1 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

Los cebadores disefiados por Leverstein-Van Hall et al. (2002) fueron los utilizados
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para la PCR de intl, los descritos por Levesque et al. (1995) para las regiones conservadas
nos sirvieron para la amplificacion de las casetes (CS). Mientras que para el screening del
integréon de tipo 2 nos guiamos por Barlow et al. (2004) y por White et al. (2001) para las

casetes correspondientes.

Tabla 3.2. Genes, cebadores y tamafio de las secuencias amplificadas.

Genes/referencia Cebadores y programacion Amplicone s (bp)
Intl 5'-GCT CTC GGG TAA CAT CAA GG-3' 242
Leverstein-Van Hall et
al. 2002 5'-TCA GGA GAT CGG AAG ACC TC-3'

94° C, 3min.; 30x (94° C, 34s; 54° C, 30s; 68° C, 3min); 68°C, 10min.

5-GGC ATC CAAGCA GCAAG-3' Variable (Tabla 4.10)
Cs1

Levesque et al. 1995 5'-AAAAGC AGA CTT GAC CTG A-3'
94° C, 3min; 30x (94° C, 30s; 56° C, 30s; 68° C, 3min); 68° C, 10min.

Int2 5'-GCAAAC GCAAGC ATT CAT TA-3'

Barlow et al. 2004 5'-ACG GAT ATG CGA CAAAAA GG-3'
94°C, 3min; 30x (94°C, 30s; 62°C, 30s; 72°C, 45s); 68°C, 10min.

La mezcla de PCR se elabor6 en los cuatro casos siguiendo esta receta para un

volumen final por muestra de 20 pl:

Reactivo a concentracion inicial [final] VX muestra
PCR buffer [con MgCl, (2mM)] 10x 1x 2ul
dNTPs 10mM 0,2 mM 0,4 pl
Primers (2) 10 pM 1uM 2ulx2
DNA polimerasa Biotools 1U/ pl 0,05 U/ pl 1ul
DNA 1:10 2ul
H.0 10,6 pl

Las programaciones se realizaron en un termociclador Eppendorf con las siguientes
fases clasicas de la PCR: desnaturalizacion inicial seguida de 30 ciclos consistentes en:

desnaturalizacion, hibridacidn y elongacion; y, por ltimo, un ciclo de terminacidon.

El control positivo de int1 fue una cepa de la propia coleccion mientras que el de inr2
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procedia de una cepa de Escherichia coli O157:H7 cedida por Remigio Martinez

(Universidad de Extremadura, Céceres).

3.7.2 Electroforesis y visualizacion del ADN.

La electroforesis de los productos de PCR de cada reaccidon se realizo en un gel de
agarosa (Agarose D1 Low EEO, Conda®) en tampon TBE 0,5x (BIO-RAD®): al 1% de
agarosa para la PCR de int, ya que su producto es un amplicon de pequefio tamafio, mientras
que para las PCRs de CS, con amplicones de gran tamafio, se utiliz6 un gel de agarosa al
0,7%. Los geles fueron tefiidos con bromuro de etidio (10mg/ml, BIO-RAD®) a una

concentracion final de 0,5 pg/ml.

Se cargaron los geles con 9 ul del producto de PCR junto con 1 pl de tampon de carga
(50% de glicerol al 50% en agua + 0,25% azul de bromofenol + 0,25% xilen-cianol FF).
Como marcador de peso molecular se utilizé el de 1kb de Invitrogen®. La visualizacion de

los geles se hizo con el sistema Syngene modelo GeneGenius.

3.7.3 Patrones de restriccion (RFLP): digestion en  zimatica con
Haelll.

Para discriminar las casetes de los integrones previamente a su secuenciacion,
evidenciamos los patrones de restriccion RFLP mediante digestion con la endonucleasa
Haelll, utilizando el siguiente procedimiento: mezclamos 17 upl de producto de PCR
purificado (kit de purificacion Biotools®) con 2 pl tampén de Haelll y por ultimo 1 pl de la
enzima Haelll. Se Incuba a 37° C unas 18 horas y después se realiz6 una electroforesis en gel

de agarosa al 1,5% con bromuro de etidio segun lo ya expuesto anteriormente.

3.7.4 Secuenciacion.

Tras determinar los patrones de CS para nuestra coleccion de cepas, elegimos un

amplicon de cada patrén y se envio a secuenciar. Cuando se trataba de productos de PCR con
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varios amplicones los hicimos correr en un gel de agarosa al 1%, cortamos cada banda gracias

a un visor UV y las purificamos con el kit ya citado de Biotools®.

La secuenciacion se realizd con nuestros propios cebadores en los laboratorios
StabVida (Lisboa, Portugal). Los resultados se contrastaron con la base de datos de NCBI
(National Center for Biotechnology Information) mediante el programa BLAST (Altschul et
al. 1990).

3.8 Genotipo de las beta-lactamasas.

Para cerciorarnos de que las cepas resistentes a las cefalosporinas no portaban ningin
gen de resistencia que pudiera estar silenciado o bien presentar tan baja actividad que no
pudiese ser detectada la enzima correspondiente en la fase fenotipica del estudio, hicimos un
screening para los principales determinantes de resistencia a dichos antimicrobianos.
Mediante reacciones en cadena de la polimerasa (PCR) buscamos los genes mds frecuentes
que codifican beta-lactamasas en bacterias del género salmonella: tanto de espectro extendido
(BLEE o ESBL, en el inglés original) como asociados o no a plasmidos: blaOXA, blaTEM,
blaSHV, asi como los emergentes blaCTX-My blaCMY.

Los cebadores utilizados se obtuvieron en la mayoria de los casos de la bibliografia.
Las programaciones de los termocicladores, y en su caso el disefio de novo (programa Oligos

v. 6.0), se indica en la tabla 3.3.

La reaccion se prepard para un volumen final de 20 pl igual que para int (ver 3.7.1)

excepto en la PCR multiple de blaCTX-M (50 ul) (Tabla 3.4).

Los controles positivos para los filogrupos blaCTX-M 2 (NC13462.T), 8
(NC12463.T) y 25 (NC13465.T) fueron adquiridos en el National Tissue Culture Collection
(NCTC) britanico mientras que los correspondientes a los filogrupos 1 y 9 fueron aportados
gentilmente por la Dra. Teresa Coque (Hospital Ramoén y Cajal, Madrid) y el resto por la Dra.
Carmen Torres (Universidad La Rioja, Logrofio). Las condiciones de electroforesis fueron en

todo caso las mismas que en 3.7.2.
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Tabla 3.3. Genes (referencia bibliografica) con sus respectivos cebadores y el amplicon resultante de la PCR.

También se indica programacion de PCR utilizada.

Gen/referencia

Cebadores y progra macion

Amplicén (bp )

blaOXA-1 5'-AATGGCACCAGATTCAACTT-3' 595
Chen et. 2004 5-CTTGGCTTTTATGCTTGATG-3'
95 °C, 10'; 30x(95°C 30",55° C 1', 72°1"); 72°C 7'
blaTEM 5-TTCTTGAAGACGAAAGGGC-3' 1.209
Brinas et al. 2002 5'-ACGCTCAGTGGAACGAAAAC-3'
Oligos: 96°C, 3'; 30 x (96°C, 30"; 57,2 °C, 30"; 72 °C, 2'); 72° C, 10’
blaSHV 5-ATGCGTTATATTCGCCTGTG-3' 874
Essack et al. 2001 5'-GTTAGCGTTGCCAGTGCTCG-3'
95° C 3'; 30x(94°C 15", 60°C 30", 72°, 1"); 72°C 5'
blaCMY 5'-ATGATGAAAAAATCGTTATGC-3' 1.131
Winokur et al. 2001 5-TTGCAGCTTTTCAAGAATGCGC-3'
Oligos: 96°C, 3'; 30x (96°C, 30"; 58,6 °C, 30"; 72 °C, 2'); 72 °C, 10'

blaCTX-M
Woodford et al. 2006
PCR multiple

Grupo 1.

5'- AAAAATCACTGCGCCAGT-3' 415

5'- AGCTTATTCATCGCCACGTT -3'

Grupo 2

5'- CGACGCTACCCCTGCTATT -3' 552

5'- CCAGCGTCAGATTTTTCAGG-3'

Grupo 8

5'- TCGCGTTAAGCGGATGATGC -3' 666

5'-AACCCACGATGTGGGTAGC -3'

Grupo 9

5'- CAAAGAGAGTGCAACGGATG -3' 205

ATTGGAAAGCGTTCATCACC -3

Grupo 25

5'- GCACGATGACATTCGGG -3' 327

94°C, 5'; 30x (94°C, 25"; 52° C, 40"; 72° C, 50"); 72°C, 6.

5'- AACCCACGATGTGGGTAGC -3'
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Tabla 3.4. Mezcla de PCR para la reaccion multiple de 5/aCTX-M.

Reactivo a concentracion inicial [final] VX muestra
PCR buffer [con MgCl, (2mM)] 10x 1x 5ul
dNTPs 10mM 0,2 mM 1l
Primers (9) 10 uM 1uM 2pulx9
DNA polimerasa Biotools 1U/ pl 0,05 U/ pl 2,5 ul
DNA 2 ul
H,O 21,5 pl

3.9. Determinantes de resistencia para las quinolo  nas.

Como ya comentamos en la introduccién hay descritos cuatro mecanismos de
resistencia a las quinolonas en bacterias del género Salmonella:
1. Alteracion de la diana mediante mutaciones en los genes cromosdmicos que codifican
las subunidades de la ADN girasa (gyrA y gyrB) o de la topoisomerasa IV (parC y
parE).

2. Proteinas que impiden la unién ADN girasa y quinolona: QNR.

Y, mas recientemente descritos, también asociadas a plasmidos (PMQR) como los
genes gnr pero bastante menos frecuentes:
3. Modificacion enzimatica del antimicrobiano (aac(6')-1b-cr).

4. Bombas de eflujo (AcrAB, cromosémica; y QepA, plasmidica).

Las mutaciones en los genes del punto 1, que se ubican en las regiones determinantes
de resistencia a las quinolonas (QRDR), son detectadas mediante comparacion de la secuencia
de amino4cidos respecto a la QRDR correspondiente de una cepa salvaje. Utilizamos el
programa Clustal W2 accesible desde la web http://www.ebi.ac.uk/Tools/sequence.html sobre
las secuencias generadas por StabVida (Lisboa, Portugal) a partir de los amplicones que
obtuvimos gracias a la correspondiente PCR y purificacion de productos con el SpeedTools
PCR Clean-Up Kit® siguiendo las instrucciones del fabricante (Biotools). En una primera

instancia se analizaron las secuencias de gyrA y parC (donde mas frecuentemente estan
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descritas mutaciones no silenciosas) de las cepas resistentes a una quinolona al menos.
Hicimos idéntico andlisis para gyrB y parE en las estirpes que resultaron negativas a ese
primer ensayo. De manera paralela se hizo un screening para todos los determinantes PMQR

(Tabla 3.5).

Tabla 3.5. Genes, cebadores, programacion, amplicones y referencia para las PCR de los determinantes

de resistencia a las quinolonas.

Gen/Referencia

Cebadores/Programacion

Amplicon (bp)

gyrA STGYRA12 CGTTGATGACTTCCGTCAG 471
Randalletal. 2005 oroypAl  TGTCCGAGATGGCCTGAAGC

95 °C, 5 min; 35x(95 °C, 1min.; 55 °C, 1min.; 72 °C, 1min.); 72 °C, 10 min.
gyrB gyrBlo CGGTGATCAGCGTCGCCACTTCC 181
Randall et al. 2005 gyrBup GCGCTGTCCGAACTGTACCT

95 °C, 10 min; 30x(95 °C, 1min.; 64 °C, 30s; 72 °C, 1min.); 72 °C, 10 min.
parC parClo TAACAGCAGCTCGGCGTATT 270
Randall et al. 2005 parCup CTATGCGATGTCAGAGCTGG

95 °C, 10 min; 30x(95 °C, 1min.; 64 °C, 30s; 72 °C, 1min.); 72 °C, 10 min.
park parElo ATACGGTATAGCGGCGGTAG 240
Randall et al. 2005 parEup TCTCTTCCGATGAAGTGCTG

95 °C, 10 min; 30x(95 °C, 1min.; 64 °C, 30s; 72 °C, 1min.); 72 °C, 10 min.
gnrA QnrAm-F  AGAGGATTTCTCACGCCAGG 580
Catoir et al. 2007 QnrAm-R  TGCCAGGCACAGATCTTGAC

95 °C, 10 min; 35x(95 °C, 1min.; 54 °C, 1min.; 72° C, 1min.); 72 °C, 10 min.
gnrB QnrBm-F  GGMATHGAAATTCGCCACTGc 264
Catoir et al. 2007 QnrBm-R TTTGCYGYYCGCCAGTCGAAcC

95 °C, 10 min; 35x(95 °C, 1min.; 54 °C, 1min.; 72° C, 1min.); 72 °C, 10 min.
gnrC gnrC-R  TCCACTTTACGAGGTTCT 447
Wang et al. 2009 gnrC-F GGGTTGTACATTTATTGAATC

94 °C, 5 min; 30x(94 °C, 30s; 50 °C, 30s.; 72 °C, 30s); 72 °C, 10 min.
qgnrD gnrD fw  CGAGATCAATTTACGGGGAATA 400
Cavaco et al. 2009b gnrD rev AACAAGCTGAAGCGCCTG

94 °C, 5 min; 30x(94 °C, 1min.; 50 °C, 1min.; 72 °C, 1min.); 72 °C, 10 min.
qnrS QnrSm-F GCAAGTTCATTGAACAGGGT 428
Catoir et al. 2007 QnrSm-R  TCTAAACCGTCGAGTTCGGCG

95 °C, 10 min; 35x(95 °C, 1min.; 54 °C, 1min.; 72° C, 1min.); 72 °C, 10 min.
gepA QepA-R GTCTACGCCATGGACCTCAC 596
Bin Kim et al. 2009 gepA-F AACTGCTTGAGCCCGTAGAT

96 °C, 3 min; 30x(96 °C, 30s.; 64 °C, 30s; 72 °C, 2min.); 72 °C, 10 min.
aac(6")-1b-cr aaclb-R CTCGAATGCCTGGCGTGTTT 482

Park et al. 2006

aaclb-F TTGCGATGCTCTATGAGTGGCTA
94 °C, 10 min; 35x(94 °C, 45s.; 55 °C, 45s; 72 °C, 45s); 72 °C, 10 min.
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Para las mezclas de PCR nos cefiimos a la receta ya presentada (3.7.1), del mismo
modo que para las condiciones de electroforesis (3.7.2). Las reacciones destinadas a la
secuenciacion y la PCR multiple descrita por Catoir et al. (2007) para gnrA, gnrB y gnrS se

realizaron en un volumen final de 50 pl mientras el resto de reacciones fueron de 20 pl.

Los controles positivos fueron cedidos por A. Jacoby, Lahey Clinic, Boston, EEUU
(gnrAl, gnrS1, gnrB1 and aac(6’)-Ib-cr); L. Cavaco, National Food Institute, Copenhagen,
Dinamarca (gnrD); M. Wang, Fudan University, Shangai, China (¢nrC); y K. Yamane,

National Institute of Infectious Diseases, Tokio, Japon (gepA).

3.10. Tratamiento estadistico de los datos.

Nos hemos servido de las hojas de céalculo de OpenOffice 3.1 y del programa SPSS
13.0.1 para el tratamiento estadistico y para la representacion grafica de los datos. Para
analizar la asociacion entre variables cualitativas se emple6 el test de la chi-cuadrado - y2- ,0
la prueba exacta de Fisher cuando fue preciso (valores esperados inferiores a cinco). Para
comparar medias se utilizé la prueba ¢ de Student o el andlisis de la varianza. Cuando las
varianzas no fueron homogéneas, segun la prueba de Levene, se utilizaron pruebas no
paramétricas (U de Mann-Whitney para dos muestras o Kruskal-Wallis para mas de dos
muestras). También se utilizo la prueba no paramétrica de la mediana cuando los datos se

distribuian de manera sesgada o muy dispersa.
Se calcularon los coeficientes de correlacion de Pearson cuando se relacionaron entre

si variables cuantitativas. En todos los contrastes las diferencias fueron consideradas

estadisticamente significativas con valores de P < 0,05.
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4. Resultados.

4.1. Cepario.

Como ya comentamos en el capitulo de material y métodos, el cepario se compuso
finalmente de 203 cepas procedentes de Extremadura (14 de Caceres y 98 de Badajoz) y
Andalucia (n=91), aisladas en las Facultades de Veterinaria de las Universidades de Cérdoba

(n=131), Complutense de Madrid (n=63) y Extremadura (n=9).

Tabla 4.1. Numero de aislados en cada uno de los sistemas de cria contemplados. En el caso de porcino

ibérico (PI) se especifica tipo de alimentacion en la fase de engorde final.

Régimen N
Compafiia 4
Extensivo 11
Intensivo 66
Montanera (PI) 66
Recebo (PI) 8
Cebo (PI) 21
Silvestre 17
Desconocido 10
Total 203

Los aislados provenian de 14 especies animales (mamiferos, aves y reptiles) de los
diversos sistemas de explotacion (compafiia, producciones intensiva y extensiva) y fauna
silvestre (Tablas 4.1 y 4.2 y anexos). Hemos codificado como una unica variable todos los
aislados provenientes de avicultura independientemente de que se tratara de gallinas de
puesta, pollos de engorde o granjas de reproductoras. Sin embargo, en el caso del porcino se
ha considerado como grupos diferentes al ganado ibérico (n=103) del blanco (n=42) por los
diferentes sistemas de manejo que han existido tradicionalmente para ambos troncos raciales.
La mayor parte de las muestras (82%) habian sido tomadas en matadero y granja (es decir, a
partir de animales que no han exteriorizado la enfermedad). En total, de animales

aparentemente sanos provenian 134 muestras de porcino, 26 de avicultura y 3 de vacuno.
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Tabla 4.2. Frecuencia de presentacion de las distintas serovariedades en funcion de la especie hospedadora.

Serotipos Avicultura  Silvestres  Otros  Porcino Porcino TOTAL
Ibérico Blanco

4,12:b:- QOvino 1

4,5,12:i:- Perdiz 16 1 18
47:i:z53 2 2

11b47:k:z35 Varano 1

Abony Vacuno 1

Abortusovis Ovino (3) 3

Agona Vacuno 1

Anatum 5 Ciguefa (2)  Vacuno 5 1 14
Brandenburg 6 6

Bredeney Ciguefia 4 2 7

Choleraesuis Jabali 4 1 6

Derby 10 10
Enteritidis 11 C|guer1a Pitén 14

Jabali

Essen 3 3

Goldcoast 1 1

Hadar 5 1 6

Hindmarsh 5 5

Infantis 4 4

Istanbul 2 2

London 2 2

Mikawasima Buitre negro 5 6

Montevideo 5 5

Othmarschen 1 1

Rissen Vacuno 3 11 15
Tomegbe 6 6

Ciguena Canario
Lo Halcon (2)
Typhimurium 1 Perdiz (6) Equino 31 18 63
Codorniz (2)
TOTALES
(n=26) 27 17 14 103 42 203

En cuanto a fagotipos (Tabla 4.3), la mayor parte de las cepas de S. Typhimurium DT
104b procedian de cerdo blanco (11 de 14) con ningun aislado de porcino ibérico. Mientras
que los fagotipos 193 (27 de 29) y U311 (10 de 11), tanto de cepas monofésicas como
bifasicas de S. Typhimurium, habian sido aislados mayormente de porcino ibérico. Para el
resto de especies y serotipos no habia un nimero de casos suficiente como para encontrar

relaciones estadisticamente significativas (ver en anexos tablas con todos los datos).
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Tabla 4.3. Frecuencia de presentacion de los fagotipos.

S. Typhimurium

(mono y bifasica) S. Enteritidis S. Hadar
Fagotipos N Fagotipos N Fagotipos N
15a 1 1 6 1 1
29 1 4 1 2 3
40 1 7 1 15 2
104 1 33 1
104b 14 35 2
NT 7 PNRINT 2
137 1
193 29
195 2
203 1
204a 2
204c 1
208 1
U302 6
U310 1
U311 11

Esta composicion del cepario nos ha permitido realizar un analisis comparativo entre
serovariedades (n=26). Para dicho analisis normalmente hemos considerado como variable
independiente las 8 serovariedades con n>5 de procedencia distinta al cerdo blanco,
agrupando a las restantes bajo el epigrafe otras. Siguiendo el mismo criterio para las cepas de
origen porcino blanco multirresistentes antes mencionadas, tan soélo tres serovariedades

reunian mas de cinco casos: Typhimurium, Brandenburg y Rissen.

4.1.1 Dispersion clonal.

Gracias a la técnica del campo pulsado (PFGE) nos “aproximamos™ a las relaciones
clonales de la coleccion. Tan solo 5 aislados (2,5%) no fueron tipificables (NT) por esta
técnica. Algo habitual por otra parte tanto en estudios realizados sobre Salmonella spp. como
otras especies y que podria estar motivado por una mayor actividad endonucleolitica en estas
cepas (Téllez, 2003). Consideramos el criterio mas restrictivo posible a la hora de interpretar
los resultados y en ningln caso patrones de bandas distintos fueron considerados dentro de un
mismo pulsotipo como en ocasiones recomienda la literatura (Tenover et al. 1995). Si bien es
cierto que siendo estrictos no siempre podemos hablar indistintamente de clon o pulsotipo

pues estudios biomoleculares posteriores han demostrado diferencias genéticas dentro de un
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mismo patrén de bandas (pulsotipo). Por lo tanto cuando hablemos de clon nos referiremos
unicamente a cepas con idéntico patrén de bandas y ninguna diferencia genética detectada en

nuestros ensayos.

Numero de pulsotipos
N
ik

NT 1 2 3 4 5 6 8 9 12 15

Numero de cepas por pulsotipo
Figura 4.1. Recuento de pulsotipos (N) compartidos por distinto nimero de cepas

(de 1 a 15/cepas pulsotipo) incluidas las no tipificables (NT)

Se detectaron un total de 85 pulsotipos (Figura 4.1). Practicamente la mitad de los
mismos (n=38) procedian de las serovariedades mono y bifasica de S. Typhimurium con una
similitud entre el 95,7 y el 33,3% mientras que el resto de serotipos presentaron una similitud

global de entre el 96 y el 21,1% (ver dendogramas en anexos).

Las cepas de S. Hadar y S. Istanbul estdn muy préximas filogenéticamente (90% de
similitud) practicamente igual que las serovariedades Bredeney y Brandenburg (89,7%). Un
17% de los pulsotipos han sido idénticos para cepas del mismo serotipo: Rissen, n=15; Hadar,
n=6; Montevideo, n=5; Hindmarsh, n=5; Istambul, n=2; y London, n=2. Las cepas de S.
Infantis, S. Essen, S. Bredeney y S. Anatum mostraron también una gran homogeneidad
(similitud por encima del 95%). Sin embargo podemos hablar en general de un cepario muy
heterogéneo. La cuarta parte (n=49) de los aislados se corresponden con pulsotipos unicos.
Con tan sélo otro pulsotipo, aparte del citado de S. Rissen, compartido por mas de 10 cepas
(TY09, n=12) y cuatro con mas de cinco aislados (EN02, n=9; HA1, n=6; TY13, n=8; TY65,
n=0).
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Si bien lo mas habitual es la adscripcion de estos pulsotipos a determinadas especies,
diez casos han sido aislados de al menos dos especies de hospedadores distintas (Tabla 4.4.).
Observamos, asi mismo, que apenas hay clones/pulsotipos circulantes entre las dos
subpoblaciones de cerdo estudiadas (blanco e ibérico), mas alla de los pulsotipos RI1 de S.
Rissen, CH2 de S. Choleraesuis y , TY13 de S. Typhimurium no coincidiendo (de conocerse)

fagotipos.

Tabla 4.4. Cepas (nimero entre paréntesis) de mismo pulsotipo aisladas de dos hospedadores distintos al menos.

Serotipo Pulsotipo  Fagotipo  Especies Lugares ARos

Anatum AN10 Vacuno (1), - Badajoz, 05507
avicultura (3) Céceres
i 1998
ENO1 1 Jabali (1), pgaiucia ————
avicultura (1) 2007
1 AV.IC.L.J|tLjI’a 3), An?aluma, 2007 2008
idi cigiiefia (1) Céceres
Enteritidis PNR Avicultura (1)  Andalucia 2007
ENO2 4 Avicultura (1)  Andalucia 2007
7 Avicultura (1)  Andalucia 2007
35 Avicultura (2)  Andalucia 1997 2007
Avicultura (2),
2 porcino Andalucia 2003 2007
Hadar HA1 blanco (1)
1 Avicultura (1)  Andalucia 2007
15 Avicultura (2)  Andalucia 2007
Porcino .
rissen aiL blanco (11), Aé‘:;:fg'za' 2003 2004
ibérico (3), 208192, 2007
Céceres.
vacuno (1)
usoz  P-PlANCOG)hpgacia 2003 2004
equino (1)
TY13 L .
193 P. ibérico (3) Badajoz 2007 2008
203 P. ibérico (1) Céceres 2006
TY34 104b Perdiz (1), p\hdalucia 1998
o codorniz (1)
Typhimurium - -
TY43 104 Canario (1) Andalucia 1997
U302 Perdiz (1) Andalucia 2000
29 Porcino Andalucia 2004
Tv48 blanco (1)
193 Perdiz (1) Andalucia 2004
204a Perdiz (1) Andalucia 2004
Porcino
Choleraesuis CH2 blanco (1), Badajozy 517 5008
porcino Céceres
ibérico (2)
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Siete de estos diez pulsotipos han sido aislados de diversas especies de aves, en cuatro
casos de avifauna silvestre, como perdiz roja (4lectoris rufa), codorniz (Coturnix coturnix) y
cigiiefia blanca (Ciconia ciconia), y en otro de jabali (Sus scrofa). El resto de aislados de
animales salvajes, bien de supuesta vida libre bien de compafiia -como un caso de varano
(Varanus sp.) y otro de piton (Python sp.)- no compartian patrones de restriccion con otras

cepas aisladas de animales domésticos.

Practicamente todos estos pulsotipos han sido aislados en diversos afios tanto a partir
de animales sanos como de casos clinicos. Llama la atencion en este aspecto el pulsotipo
ENO2 de S. Enteritidis. Su primer aislamiento data de 1997 a partir de un huevo de gallina en
la UCO, donde se volvieron a aislar cepas en 2007 tanto a partir de animales sanos (muestras
de polvo y heces de explotaciones, también en matadero) como de casos clinicos. Por ultimo,
el aislamiento de 2008, gracias al equipo de Alonso y Rey de la UEX, procede de una cigiieiia
blanca de primoingreso en el Centro de Recuperacion de Fauna “Los Hornos™ (Sierra de

Fuentes, Caceres).

También en S. Typhimurium encontramos pulsotipos con amplia dispersion temporal y
geografica. Por ejemplo, TY13 aparece por primera vez en nuestra coleccion en 2003
procedente de una muestra de cerdo blanco de un matadero de Andalucia, ademas de darse ese
mismo afio un caso clinico, situacion que se repetiria en 2004 con un caso en porcino blanco y
otro en ganado equino (las cuatro cepas del fagotipo U302). La cepa de 2006, de distinto
fagotipo (203), fue aislada de un caso clinico de cerdo ibérico en la UCO. Los tres ultimos
aislamientos en 2007 y 2008 proceden de muestras de mataderos pacenses de cerdo ibérico
tanto de cebo como montanera fruto de los trabajos de la UCO y la UCM, tratandose en los

tres casos del mismo fagotipo (193).

De las 15 cepas del pulsotipo RIO1 de S. Rissen (inico de esta serovariedad) las 11
primeras (de 2003) proceden de muestras en matadero de cerdos blancos sacrificados en
Andalucia entre 2003 y 2004. Las tres cepas de 2007 proceden de cerdos ibéricos de Badajoz

y la tltima, en 2008, de un bovino sacrificado en Caceres.
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4.2. Fenotipo de resistencia.

4.2.1. En funcion de la especie de aislamiento.

Como ya se expuso anteriormente, consideraremos de manera diferenciada los datos
de resistencia a los antimicrobianos segun procedan las cepas de cerdo blanco o del resto del

cepario por proceder las primeras de un muestreo dirigido (Figura 4.2).

En general, el antimicrobiano al que mas resistencia han presentado las diversas cepas
ha sido la tetraciclina (61,6% de cepas resistentes entre las aisladas de animales distintos al
cerdo blanco), seguida por sulfametoxazol+trimetoprim (54,3%), el sulfametoxazol solo

(52,4%), la estreptomicina (52,4%), y la ampicilina (46,9%).

En otros aminoglicosidos distintos a la estreptomicina encontramos también tasas de
resistencia superiores al 20%, como es el caso de la kanamicina (33,6%), de la gentamicina
(34,8%) y sobre todo de la estreptomicina (54,3%). El aminociclico (relacionado con los
aminoglicosidos) espectinomicina presenta unas tasas bajas de resistencia (23,8%).
Neomicina y apramicina presentan tasas de resistencia aun menores (15,9% y 3,1%,
respectivamente). Las resistencia frente a la gentamicina, la neomicina y la kanamicina son
mayores entre las cepas aisladas de avicultura intensiva que entre las aisladas de porcino
(ibérico), aunque el caso contrario se observa para la resistencia a la estreptomicina y a la

mayor parte de los antimicrobianos (Figura 4.2).

Para los beta-lactimicos se detectan tasas de resistencia mayores en general dentro
del grupo de cepas aisladas de las “demads especies”, lo cual puede deberse, como en el resto
de antimicrobianos, a que la mayor parte de ellas proceden de casos clinicos (30 de 33). De
hecho el 86% de los aislados de casos clinicos se incluyen en dicho grupo. También son
cercanas al 50% las tasas de resistencia a la amoxicilina y amoxicilina-clavulanico en el cerdo
ibérico. La distribucion de los valores de CMI para los beta-lactdmicos de utilizacion
terapéutica mas antigua (AMP, AMX y AMC) responde a un patrén caracterisico (Figura 4.3).
La mayor parte de las cepas presentan valores de CMI para la ampicilina y la amoxicilina en
los extremos del rango de concentraciones ensayadas. Sin embargo, la combinacion de la

amoxicilina con el 4cido clavulénico da lugar a una distribucion de la sensibilidad con unos

59



Resultados

valores de CMI sensiblemente inferiores, sobre todo para el extremo superior del rango de

concentraciones, aumentando en los valores intermedios.

CFQ

Antimicrobianos
n
(-
I

% de resistencia

@ Cerdo Ibérico m Cerdo Blanco O Avicultura 0O Demas spp. B Todas

Figura 4.2. Porcentaje de cepas resistentes a cada uno de los antimicrobianos ensayados.
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Figura 4.3. Distribucion de las distintas cepas de Sa/monella en funcion de su CMI frente a la

ampicilina (AMP), la amoxicilina (AMX) y la amoxicilina-clavulanato (AMC).

Para las quinolonas observamos como la resistencia del cepario se concentra en los
aislados de origen avicola, incluso por encima de las tasas de resistencia del grupo “demaés
especies” donde se concentran la mayoria de los aislamientos clinicos, mas expuestos en

teoria a tratamientos antibidticos.

En general las bacterias de este cepario se han mostrado bastante sensibles a las
cefalosporinas, con tasas de resistencia por debajo del 20% en todos los casos. De hecho tan
so6lo superan este limite los aislados de cerdo blanco, con una altisima resistencia a la
cefquinoma (82,1%), mas incluso que para compuestos mds antiguos (recordemos que se trata

de una cefalosporina de cuarta generacion).

4.2.2. Por serovariedades, fagotipos y pulsotipos.

Destacan por sus tasas de resistencia los serotipos Typhimurium y 4,5,12:i:- (variante

monofasica de la primera) y Choleraesuis a todos los antimicrobianos en general sobre todo
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frente a los beta-lactamicos, sulfamidas y tetraciclina (Figura 4.4). Asi se observa como S.
Choleraesuis es la serovariedad mas resistente a las cefalosporinas: cefalotina, ceftiofur y
cefquinoma. Las cepas de los tres serotipos han sido aisladas fundamentalmente en cerdo

ibérico (tanto en matadero como de casos clinicos).

Por otro lado las serovariedades Mikawasima y Derby, también aisladas casi en un
100% de cerdo ibérico, presentan tasas de resistencia menores (sobre todo el primero) excepto
para la gentamicina (50% resistencia). El serotipo que muestra una mayor sensibilidad es

Tomegbe, aunque para la gentamicina (83,3%) y kanamicina (50%) es el mas resistente.

S. Enteritidis también es bastante sensible excepto para cefalosporinas (cefotaxima y
cefquinoma) y sobre todo quinolonas, con resistencias del 50%, 35,7% y 42,9% frente a
nalidixico, enrofloxacina y ciprofloxacina, respectivamente. En cuanto a las cepas
multirresistentes aisladas de cerdo blanco, destacan las seis cepas de Brandenburg como las
menos sensibles a todos los antimicrobianos salvo a las cefalosporinas con la inica excepcion
de la cefquinoma, donde presenta tasas de resistencia -al igual que S. Rissen y S.

Typhimurium- superiores al 8§0%.

El andlisis comparativo de la resistencia agrupando las cepas por fagotipos muestra
que, considerando Unicamente los que presentan mas de 5 casos, se da la misma situacion
general descrita para los serotipos en los que se circunscriben. Por ejemplo, S. Enteritidis PT 1
es un fagotipo muy sensible a los antimicrobianos en general excepto para los
aminoglicésidos kanamicina y gentamicina y para las quinolonas. Los fagotipos mas
resistentes son los de Typhimurium: DT 104 y 104b, aislados de cerdo blanco principalmente
(11 de 15), se muestran especialmente resistentes a ampicilina, amoxilina,
amoxicilina+clavulanato, tetraciclina, sulfametoxazol, cloranfenicol y espectinomicina. Estos
fagotipos son ademas moderadamente resistentes a la gentamicina y totalmente sensibles a la
neomicina. Para las cefalosporinas tan s6lo muestran mas resistencia a la cefotaxima y a la
cefquinoma, para el que 2/3 de las cepas son resistentes. Por el contrario resultdé ser
testimonial la resistencia a las quinolonas entre los fagotipos de S. Typhimurium. Cuatro de
las cepas resistentes a florfenicol del cepario son fagotipo 104b (Tabla 5.1), presentando tres

pulsotipos distintos.
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Los 29 aislados de S. Typhimurium DT 193 (27 de porcino ibérico) muestran perfiles
de multirresistencia muy regulares, con altas tasas de resistencia a tetraciclina, sulfametoxazol
ademas de sulfametoxazol+trimetotrim. En este tltimo antimicrobiano difiere con el fagotipo
DT104b, que se mostrd sensible frente al mismo. Sin embargo, ambos fagotipos presentan
mayor resistencia a estreptomicina que a espectinomicina. Se observa una alta sensibilidad a
cefalosporinas y quinolonas excepto una cepa (C54, caso clinico de perdiz) con resistencia a
19 antimicrobianos (maxima MDR) y resistente a las tres quinolonas, ademas de a ceftiofur,

cefotaxima y cefquinoma.

Las cepas del fagotipo U311 (todos los aislados menos uno de cerdo ibérico) son algo
mas sensibles pero se mantiene la tonica general: la mayoria son resistentes a la tetraciclina,
las ampicilinas, la estreptomicina, el sulfametoxazol y el sulfametoxazol mas trimetoprim. Se
detecta menos resistencia a la gentamicina, y practicamente total sensibilidad a las
cefalosporinas y las quinolonas; excepto una cepa (aislada de cerdo blanco) resistente a la

cefotaxima y la cefquinoma.

Uno de los pulsotipos que mas cepas comprende (dentro de la gran diversidad de
perfiles de macrorrestriccion detectados por PFGE) es S. Enteritidis EN02, con 9 aislados.
Este pulsotipo no tiene un patron de resistencia definido ya que las nueve cepas presentan
perfiles de resistencia distintos, desde sensibilidad total hasta multirresistencia frente a 10
antimicrobianos. Lo mismo sucede con S. Hadar HAI, si bien para este serotipo hay ciertas
semejanzas entre cepas (n=6). Por ejemplo, todas presentan multirresistencia incluyendo una
notable pérdida de sensibilidad a todas las quinolonas tanto fluoradas como no fluoradas y el
unico aislado procedente de cerdo (el resto procede de avicultura) es el mas resistente. El
unico pulsotipo de S. Rissen muestra dos tipos de perfiles de antibiorresistencia: un grupo de
9 cepas multirresistentes (aisladas de cerdo blanco) con resistencias similares y otro grupo de

cepas mas sensibles aisladas de cerdo ibérico y vacuno.

Por otro lado, los pulsotipos de S. Typhimurium son mas regulares: TY09 (casi todos
encuadrados en el fagotipo DT104b) presentan un perfil de multirresistencia regular de 8 a 14
antimicrobianos; TY13, a pesar de su variada procedencia (MDR de 8 a 16), y el clon TY65

(todos de cerdo ibérico y DT193) resistente a entre 5 y 6 antimicrobianos.
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4.2.3. Resistencia fenotipica en relacion al siste ma de
explotacion.

Analizando los datos que no provienen de la subcoleccion de cerdo blanco y
clasificando los casos en funcion del grado de intensificacion: asignando 1 a montanera, 2 a
recebo y cebo —en los tres casos procedentes de cerdo ibérico-, 3 a intensivo y 0 a todos los
demds podemos realizar una serie de andlisis estadisticos que nos permitan discernir hasta
qué punto el sistema de manejo, independientemente de la especie animal o dentro de las
distintas especies (para el cerdo ibérico), influye en la pérdida de sensibilidad a los
antimicrobianos. Hacemos un andlisis mediante la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis
para las cuatro muestras independientes, estableciendo el rango de CMI en funcion de la

intensificacion (0-3).

El resultado es estadisticamente significativo excepto para la apramicina, la
cefotaxima, el trimetoprim-sulfametoxazol y el trimetoprim (P<0,05). Para algunos
antimicrobianos (la ciprofloxacina, la enrofloxacina, el acido nalidixico y la neomicina) la
menor sensibilidad se encuentra entre las cepas aisladas de granjas mas intensificadas, para el
resto nos encontramos con que puede ser cualquier grupo el que presente mayor resistencia:
los aislados procedentes de cerdos acabados en montanera son los menos sensibles a la
tetraciclina, la ampicilina, la amoxicilina-clavuldnico y la estreptomicina. Los del grupo de
cebo+recebo son los aislados mas resistentes a la ceftazidima, el ceftiofur y la gentamicina.
Mientras que el resto de cepas (grupo 0) son las mas resistenets al sulfametoxazol, la
cefquinoma, la cefalotina, la amoxicilina, el florfenicol, el cloranfenicol y la espectinomicina

(Figura 5.6).

Aplicamos el mismo analisis sobre como influye la intensificacion en las resistencias
de ciertos serotipos a los antimicrobianos. Unicamente podemos realizar la prueba con
aquellas serovariedades que tienen un numero de cepas Optimo en al menos dos grados de
intensificacion. Las cepas de S. Typhimurium pertenecientes al grupo 0 (mayoria de muestras
procedentes de casos clinicos) son por término general mas resistentes a la neomicina, la
kanamicina, la getamicina, el cloranfenicol, el florfenicol, el 4cido nalidixico, la enrofloxacina

y la ciprofloxacina. Sin embargo, para este mismo serotipo se observa una mayor resistencia a
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la amoxicilina-clavulanato cuando proceden de cerdo ibérico en montanera.
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Figura 4.6. Rangos promedio de CMI para los diversos grados de intensificacion (de 0 a 3), excluyendo

cerdo blanco, seglin prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis.
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En S. 4,5,12:1:- tan s6lo podemos comparar los aislados de montanera con los de
cebotrecebo, resultando mayor el rango promedio de CMI para la gentamicina, el
sulfametoxazol-trimetoprim y la espectinomicina entre las cepas del primer grupo mientras
que, otra vez, la mayor resistencia a la amoxicilina-clavulanato se da en el grupo 1
(montanera). Para el resto de antimicrobianos no obtuvimos resultados estadisticamente

significativos

4.2.4. Multirresistencia y perfiles de resistencia

Al analizar el nimero de antimicrobianos a los que las cepas muestran resistencia
simultdnea se puede comprobar el grado de multirresistencia de los distintos serovares. Se
considera multirresistente (MDR, del inglés original) a toda cepa con resistencia a cuatro o
mas antimicrobianos. Asi, se observa como S. Anatum es el serotipo mas sensible, ya que 8
de 13 cepas no presentan resistencia a ningun antimicrobiano, mientras que S. Typhimurium,
en el otro extremo, se caracteriza por concentrar la resistencia a 5 6 mas antimicrobianos

(Figura 4.7).
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Figura 4.7. Distribucion de la resistencia frente a los antimicrobianos del panel entre los distintos serovares. No

se incluyen las cepas aisladas de cerdo blanco.

En la coleccidn analizada en este trabajo se calcula que la multirresistencia alcanza el

63,4% de las cepas, excluyendo las aisladas de cerdo blanco. Los serotipos aislados
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principalmente de cerdo ibérico (4,5,12:1:-, Choleraesuis, Typhymurium y Derby) son los que

han presentado mayor porcentaje de multirresistencia (100, 100, 91,5 y 70%,
respectivamente). En el extremo opuesto se sitian las cepas de S. Tomegbe (0%) o S.
Mikawasima (1 cepa resistente aislada de buitre negro, Adegypius monachus). Las primeras
cepas se agrupan en un par de pulsotipos mientras que los cinco aislados serotipados como
Mikawasima parecen ser un mismo clon. En todos los casos proceden de cerdo ibérico de

diversos sistemas de acabado (montanera, cebo y recebo).

Tabla 4.5. Perfiles de resistencia obtenidos tras los ensayos de susceptibilidad frente a 23 antimicrobianos. S6lo

se muestran los perfiles compartidos por al menos dos cepas distintas.

Perfil N Serovares Cepas
4,5,12:i:- (2),
AMP-AMX-AMC-STR-GEN-SUL-SXT-TET 3 N MP38, MP39, FVC7
Typhimurium
AMP-AMX-AMC-STR-KAN-CHL-SUL-SXT-TMP-TET 2 Hindmarsh (2) MP46, MP47
AMP-AMX-AMC-STR-KAN-GEN-SPT-CHL-FLR-SUL-SXT-TET 3 Typhimurium C06, C0O7, C03
AMP-AMX-AMC-STR-KAN-SPT-CHL-SUL-TET-CTX-CFQ 2 Typhimurium P22, CP06
AMP-AMX-AMC-STR-NEO-KAN-GEN-APR-SPT-CHL-SUL-SXT- Bredeney, Rissen, P07, P32, P35, P36,
TMP-TET Brandenburg (4) P38, P39,
AMP-AMX-AMC-STR-NEO-KAN-GEN-SPT-CHL-SUL-SXT-TMP- N
Typhimurium P57, C54, C56
TET-XNL-CTX-CFQ-NAL-ENR-CIP
L CP67, CP64, CP02,
AMP-AMX-AMC-STR-SPT-CHL-SUL-SXT-TMP-TET 6 Typhimurium
CP03, CP05, CP61
Typhimuiurm DT193 & CP60, CC68, FVCS8,
AMP-AMX-AMC-STR-SPT-SUL-SXT-TMP-TET 4 .
DTU302, Choleraesuis C51
Typhimurium DT193,
CP24, CP50, CP49,
Bredeney, Derby,
AMP-AMX-AMC-STR-SUL-SXT-TET 7 ) CP31, CP32, CP45,
4,5,12:i:- DTU311 &
CC62
DT193
Typhimurium DT193, CP28, CP29, CP20,
AMP-AMX-AMC-STR-SUL-TET 5 .
Derby, 4,5,12:i:- DTU311 CP25, CP26,
4,5,12:i:- DT311,
AMP-AMX-AMC-STR-SXT-TET 2 . . CP30, MP55
Typhimurium DT193
AMP-AMX-STR-SUL-SXT-TMP-TET-CEF 2 Choleraesuis MP19, MP51
Montevideo (3),
- MPO1, MP03, MP10,
Typhimuiurm, London,
GEN 9 . ) MP25 MP27, MP29
Mikawasima, Tomegbe
) MP30, MP33 SAVO1
(2), Infantis
Enteritidis, Mikawasima,
KAN-GEN 3 SAV20, MP48, MP52
Tomegbe
NEO 2 Essen, Typhimurium MP12, C29
4,5,12:i:- (2),
STR-GEN-SPT-CHL-SUL-SXT-TMP-TET 3 . MP22, MP24, MP34
Choleraesuis
STR-KAN-GEN Bredeney, Tomegbe MP26, MP46
SXT-NAL-ENR-CIP Enteritidis, Essen SAV17, MP16
TET 4 Mikawasima, Rissen, CP56, MP07, CP47,
Derby (2) CP55
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Las cepas aisladas de cerdo blanco no sélo son multirresistentes sino que ademas la
mayor parte se agrupan en el rango de resistencia de 11 a 14 antimicrobianos (71% de la
subcoleccion). Precisamente en ese subgrupo se encuentra representado uno de los perfiles de
multirresistencia mas comun en este cepario: AMP-AMX-AMC-STR-NEO-KAN-GEN-
APR-SPT-CHL-SUL-SXT-TMP-TET (n=6), junto a AMP-AMX-AMC-STR-SUL-SXT-TET
(n=7) y AMP-AMX-AMC-STR-SPT-CHL-SUL-SXT-TMP-TET (n=6). El primero se debe a
cuatro aislamientos de un clon de S. Brandenburg, otra cepa S. Rissen y una S. Bredeney.
Mientras, el segundo perfil lo presentan siete cepas de seis serotipos o serotipos/fagotipos
distintos. Por ultimo, el tercer perfil se lo debemos a seis cepas de S. Typhimurium DT193
que, aparentemente, podrian tratarse de un mismo clon a pesar de presentar cuatro pulsotipos
distintos. Del resto de perfiles de antibiorresistencia (hasta 137, ver anexos), tan sélo 19 son

compartidos por mas de una cepa (Tabla 4.5.).

Al analizar la sensibilidad frente a 23 antimicrobianos las probabilidades de repetir
patrones de resistencia disminuyen en la misma medida que aumentan las combinaciones de
antimicrobianos posibles. Si rastreamos en combinaciones de antimicrobianos concretas
dentro de estos perfiles se pueden hacer andlisis mas precisos sobre todo de cara a establecer

su relacion con determinantes de resistencia (Figura 4.8).
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Figura 4.8. Porcentaje de multirresistencia (MDR>3 antimicrobianos) y nimero de perfiles de pentarresistencia

(AMP-CHL-STR-SUL-TET) de cada serovar con mas de cinco aislados. Excluidos los aislados de cerdo blanco.
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Por ejemplo, la pentarresistencia ACSSuT (AMP-CHL-STR-SUL-TET) se da en un
24,1% del cepario. El porcentaje aumenta al doble (48,7%) si se consideran solo las cepas
multirresistentes aisladas del cerdo blanco, y disminuye al 18,3% entre el resto de cepas. No
todos los serotipos contribuyen igual a esta tasa. A pesar de haber una relacion clara con el
numero de antimicrobianos a los que se presenta resistencia (Correlacion de Pearson=0,660,
P=0,000) vemos como las cepas monofasicas de S. Typhimurium (a pesar de su 100% de
multirresistencia) tan sélo una presenta la pentarresistencia. En el extremo opuesto, las

variantes bifésicas: 23 de 47 presentan el perfil referido.

En cuanto a las serovariedades de la subcoleccion de cerdo blanco, presentan la
pentarresistencia todos los serovares, encabezados por S. Brandenburg, en 5 de sus 6 cepas, y

entre un 30 y un 50% de las cepas del resto de serovares (Figura 4.9).
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Figura 4.9. Porcentaje de cepas de cada serovar con resistencia a entre 8 y 19 antimicrobianos y que presentan el

perfil de pentarresistencia dentro de la subcoleccion de aislados multirresistentes de cerdo blanco.

Analizando en detalle la distribucion de fagotipos, clones y especies de origen de cada
uno de los aislados que presentan pentarresistencia se observa que apenas 9 casos no
provienen del cerdo (blanco o ibérico) y en cualquier caso se trata de aves cuyo aislado
resultd de un serovar y fagotipo (en alglin caso incluso pulsotipo) también asociado al ganado

porcino (Tabla 4.6.).
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Tabla 4.6. Cepas con el perfil de pentarresisntecia AMP-CHL-STR-SUL-TET. Entre paréntesis cuando se dio

mas de un aislado de ese hospedador.

Serovariedad Fagotipos Pulsotipos Hospedador
104 TY43 Canario
TY47 Canario
104b TY34 Codorniz, Perdiz
TY09 Porcino blanco (6)
TY15 Perdiz
204a -
TY48 Perdiz
TY43 Perdiz
U302 -
TY13 Porcino blanco (3)
TY48 Perdiz
. . TYO3 Porcino ibérico
Typhimurium — .
193 TY1l Porcino ibérico (4)
TY13 Porcino ibérico
TY26 Porcino ibérico
TY67 Porcino ibérico
29 TY48 Porcino
TY53 Porcino ibérico
NT TY58 Porcino ibérico
TY77 Porcino ibérico
U310 TY64 Porcino ibérico
203 TY13 Porcino ibérico
. 193 MO3 Perdiz
4,5,12:i:- -
U302 MO2 Porcino blanco
BA1 Porcino blanco
Brandenburg -
BA2 Porcino blanco (4)
Bredeney BE8 Porcino blanco
Rissen RI1 Porcino blanco (4)
Hindmarsh HI1 Porcino ibérico (5)

Aunque el sistema de explotacién estd muy relacionado con la generacion de
resistencia a los antimicrobianos (Angulo et al. 2004), no se encuentra en €l la Gnica respuesta
a como éstas se generan, como ya se vio en el punto anterior. Si se relacionan el nivel de
intesificacion (0-3) con la multirresistencia (0-20 antimicrobianos) obtenemos una
Correlacion de Pearson negativa -0,280 (P=0,000), es decir, no se cumple lo previsible: que
serfa a mayor intesificacion mayor multirresistencia. Sin embargo para los grados de
intensificacion 0 y 1, si que observamos una media mayor en cuanto a su multirresistencia
para el grupo cepas aisladas principalmente de casos clinicos (7,90) respecto a las procedentes
de cerdos ibéricos cebados en montanera (5,29). La dispar distribucion de los serotipos entre
estos grupos parece ser, de nuevo, la causa de esta paradoja, excepto para los grupos donde

hay cierto equilibrio como seria el caso de los grados 0 y 1 como se puede observar en la tabla
5.2.
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Si comparamos entre serovariedades las medias de resistencia frente a los
antimicrobianos a los que muestra resistencia cada grupo de intensificacion se obtienen
resultados estadisticamente significativos entre los aislados de S. Typhimurium con una media
de 11,29 £ 5,02 antibiorresistencias (AMR) para el grupo 0 frente a 7,52 + 2,47 para las cepas
procedentes de cerdo ibérico en montanera. En S. 4,5,12:i:- se repite la misma situacion que
ya comentamos en el punto 4.2.3. Es decir, son mas resistentes las cepas aisladas de cerdos
ibéricos con acabado en cebotrecebo que las de montanera: 8,14 + 0,9 frente a 5,63 + 0,5

AMR.

4.2.5. Identificacion y analisis de expresionde b eta-
lactamasas.

a. Determinacion cualitativa de la actividad enzimatica.

Todas las cepas resistentes frente a una cefalosporina al menos fueron sometidas al test
de actividad beta-lactamasa en placa. De las 50 cepas, 21 no mostraron ninguna actividad, 5
una actividad baja, 11 media y 13 alta (Tabla 4.7). Destaca S. Typhimurium DT104b que
presenta un 50% de cepas con alta actividad beta-lactamasa. Las once cepas con actividad
baja, media y alta de este fagotipo se corresponden a un solo clon (TY09) aislado en todos los
casos de cerdo blanco. Del mismo serovar pero fagotipo 193, hay otras dos cepas procedentes
de cerdo ibérico que serian las unicas no aisladas de porcino blanco con actividad beta-
lactamasa. De perdiz roja proceden los otros dos casos de S. Typhimurium DT193 mas otras
dos cepas (actividades baja y media) fagotipadas como DT204a. De manera que por especies
de origen un 57% de los aislados de perdiz roja presentaron algun tipo de actividad; 6 de
cerdo ibérico (5,8% de los aislados) y por ultimo 18 casos del blanco (42,9%) (Tabla 4.7 y

anexos).

b. Identificacion de genes para beta-lactamasas.

Todas las cepas que mostraron actividad beta-lactamasa en el test cualitativo, ademas
de todas las resistentes a alguna de las cefalosporinas, fueron sometidas a un screening para
los genes de las principales beta-lactamasa descritas en Salmonella spp, que son: blaTEM,
blaOXA, blaCMY, blaSHV y blaCTX-M. Tan s6lo se detectaron los determinantes génicos
para las enzimas TEM y OXA, en ningun caso de modo simultaneo y siempre en aquellos

aislados que previamente habian mostrado actividad en placa (Figura 4.10). Para cerciorarnos
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de que ninguno de estos extractos acelulares presentase otra beta-lactamasa aparte de las

incluidas en el screening se realizd su resolucion mediante isoelectroenfoque (IEF), que

termind por confirmar este extremo: una unica enzima con el pl esperado es en todos los

casos la responsable de la actividad beta-lactamasa.

Tabla 4.7. Caracterizacion cualitativa de la actividad beta-lactamasa. Se indican las cepas y entre paréntesis el

porcentaje respecto al total de aislados del mismo serovar/fagotipo.

Serotipo Fagotipo Ninguna Baja Media Alta
Enteritidis 33 C30 (100)
4 SAV06 (100)
SAVO05 (14,3)
7 SAVO02 (100)
NT SAVO04 (100)
Agona MB3 (100)
Choleraesuis C58 (16,7) MP19 (16,7) MP41 (16,7)
Montevideo MP11 (20)
Derby MP14 (10)
Rissen P31, P33, P64 (6,7) P48 (6,7)
P34, P63, P65
(33,3)
Hadar 2 P18, SAVO7
(66,7)
Essen MP15 (33,3)
Goldcoast P47 (100)
Bredeney P06 (14,3)
Brandenburg P10 (16,7)
Anatum P51 (7,1)
Typhimurium 104b P03 (7,1) P09, P26, P29 P21, P22,
& 4,5,12:i:- (21,9 P23, P25,
P27, P30, P50
(50)
15a C46 (100)
193 MP21 (3,4) C48, C54 (6,9) CP51, CP67
(6.9)
204a C56 (50) C38 (50)
208 MP13 (100)
29 P57 (100)
U311 P13 (9,1)
NT C66, MP41 P24 (12,5)
(25)
TOTAL 21 5 11 13

c. Determinacion cuantitativa de la actividad beta-lactamasa

Para todas las cepas que presentaron actividad beta-lactamasa detectable mediante el
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ensayo cualitativo se calculd su actividad enzimatica especifica utilizando de nuevo el
nitrocefin como sustrato, en presencia o ausencia del inhibidor clavulanato (Figura 4.10). La
expresion de actividad beta-lactamasa fue significativamente mayor en las cepas con el
determinante TEM. La media de actividad de las cepas con la enzima TEM fue de 319,7 +
117,8 mU/mg mientras que para OXA fue de 162,9 + 38,1 mU/mg en ambos casos con una
significacion de 0,002 (Prueba de Levene para la igualdad de varianzas). También se observa
que la actividad en las cepas positivas para TEM presenté un mayor grado de inhibicion con
clavulanato que las cepas positivas para OXA, lo que se confirma estadisticamente al hacer la
comparacion de medianas con los datos de CMI del combinado de dicho compuesto junto con

la amoxicilina (Chi-cuadrado=16,931, P=0,000, para la variable de agrupacion OXA).

Ademas se observa una asociacion de los determinantes génicos con la resistencia
frente a antimicrobianos concretos. Asi, la resistencia de las cepas que presentan el
determinantes OXA frente a cefotaxima (Chi-cuadrado=11,081, P=0,001) y cefquinoma (Chi-
cuadrado=24,836, P=0,000) fue significativamente superior al resto. En general e
independientemente del tipo de enzima se detecta una asociacion entre el nivel de actividad
beta-lactamasa y el aumento de la CMI para la cefalotina (Correlacion de pearson 0,506,
P=0,005) y la cefquinoma (0,508; P=0,005), mientras que para las otras tres cefalosporinas

los valores obtenidos no son estadisticamente significativos.
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Por otro lado, la resistencia de las cepas que expresan el determinante TEM parece ser
mayor frente a cefalotina (Chi-cuadrado=16,044; P=0,000), ceftiofur (Chi-cuadrado=6,349;
P=0,012) y ceftazidima (Chi-cuadrado=6,349; P=0,012). La prueba de Kruskal-Wallis es igual
de concluyente (Tabla 4.8). Llama la atencion también al hacer este analisis el menor efecto
que aparentemente tiene la presencia de OXA sobre la amoxicilina (Tabla 4.9), con una
diferencia de CMI en funcion de la expresion o no de dicha enzima no estadisticamente

significativa (P=0,186).

Tabla 4.8. Rangos para valores de CMI con variable de agrupaciéon TEM. Debajo sus estadisticos de contraste.

Rango
Antimicrobiano blaTEM N promedio
Ampicilina ,00 35 21,71
1,00 15 34,33
Amoxicilina ,00 35 22,07
1,00 15 33,50
Amoxi_Clavulanico ,00 35 23,76
1,00 15 29,57
Cefalotina ,00 35 20,56
1,00 15 37,03
Ceftiofur ,00 35 22,11
1,00 15 33,40
Cefotaxima ,00 35 24,06
1,00 15 28,87
Ceftazidima ,00 35 23,34
1,00 15 30,53
Cefquinoma ,00 35 27,77
1,00 15 20,20

Estadisticos de contraste (a,b)

AMP  AMX AMC CEF XNL  CTX CAZ CFQ
Chi-cuadrado 10,076 9,469 1,793 13,907 6,772 1,199 2,779 2,897

gl 1 1 1 1 1 1 1 1
Sig. asintot. ,002 ,002 ,181 ,000 ,009 274 ,096 ,089

a Prueba de Kruskal-Wallis
b Variable de agrupacion: blaTEM
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Tabla 4.9. Rangos para valores de CMI con variable de agrupacién OXA. Abajo sus estadisticos de contraste.

Rango
Antimicrobiano blaOXA N promedio

Ampicilina ,00 36 22,64
1,00 14 32,86

Amoxicilina ,00 36 24,10
1,00 14 29,11

Amoxi_Clavulanico ,00 36 21,14
1,00 14 36,71

Cefalotina ,00 36 26,00
1,00 14 24,21

Ceftiofur ,00 36 24,90
1,00 14 27,04

Cefotaxima ,00 36 21,53
1,00 14 35,71

Ceftazidima ,00 36 27,31
1,00 14 20,86

Cefquinoma ,00 36 19,08
1,00 14 42,00

Estadisticos de contraste (a,b)

AMP  AMX AMC CEF XNL CTX CAZ CFQ
Chi-cuadrado 6,343 1,747 12,373 ,157 ,232 10,015 2,146 25474
gl 1 1 1 1 1 1 1 1
Sig. asintot. ,012 ,186 ,000 692 630 ,002 ,143 ,000

a Prueba de Kruskal-Wallis
b Variable de agrupacion: blaOXA

4.3. Genotipo de resistencia

Uno de los objetivos principales de este trabajo es encontrar relaciones entre

determinantes y fenotipos de resistencia. Ya se ha analizado la presencia de algunos

determinantes de resistencia (beta-lactamasas) en el punto anterior, y ahora se profundizara

en la identificacion de otros genes en la coleccion de cepas de Salmonella, y se analizara su

posible papel en la resistencia frente a los antimicrobianos.
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4.3.1. Integrones

a. intl e int2

La presencia de integrones se escrut6 utilizando PCRs especificas para los elementos
intl e int2 (ver Material y métodos). No se ha detectado en nuestro cepario ningun integron de
tipo 2. Sin embargo un 38,4% del cepario presenta integrones de tipo 1 (un total de 78). La
mayor parte de los integrones se han localizado en cepas del serotipo Typhimurium (n=25,
56.,8% de los integrotes, sin contar los detectados en cerdo blanco), seguidos de su variante
monofasica (n=4, 9,1%) y Hindmarsh (n=5, 11,4%). El resto de serovariedades tan sélo

tienen 1 integron cada una, excepto Derby con dos (Figura 4.10.).

Entre las cepas aisladas de cerdo blanco destaca S. Typhimurium con 18 integrones
(50% del total de integrones de la subcoleccion y 100% de los aislados de dicho serotipo),
seguido de S. Brandenburg (también 100% de cepas, es decir 6 integrones), S. Bredeney
(100%, 2 integrones), S. Anatum (100%, 1 integron), S. 4,5,12:1:- (100%, 1 integrén) y por

ultimo S. Rissen con 8 integrones (72,7% de las cepas positivas).

Serovar
B 4,12:b-
@ 45,12i-
0O 47::253
@ Abony
O Abortusovis
@ Agona
O Anatum
O Bredeney
O Choleraesuis
B Derby
O Enteritidis
O Essen
@ Hadar
O Hindmarsh
@ b 47:k:z35
@ Infantis
@ Istanbul
@ London
O Mikawasima
@ Montevideo
O othmarschen
@ Rissen
O Tomegbe
O Typhimurium

Figura 4.11. Distribucion de los integrones detectados en serovares aislados de las diversas especies

animales excepto del cerdo blanco.
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Hay una relacion estadisticamente significativa con el ganado porcino ibérico

(Chi=25,182; P=0,031), con el cerdo blanco (Chi=24,182; P=0,002) y con las cepas de origen

avicola (Chi=26,000; P=0,000) aunque en este ultimo caso se trate de la ausencia de

integrones. De hecho, tan s6lo una cepa infl positiva procedia de avicultura y se trataba de

una S. Typhimurium. Del resto de especies, los aislados positivos también resultaron ser

Typhimurium (2 de canario, 1 de codorniz, 1 de caballo, 6 de perdiz) o su variante monofasica

(1 aislado de perdiz) (ver tablas en anexos).

Hay una fuerte correlacion entre el nimero de antimicrobianos a los que muestra

resistencia la cepa y que dicha cepa contenga el integron de tipo 1 (Correlacién de

Pearson=0,669; P=0,000). Un 93,6% de los integrones han sido detectados en cepas

multirresistentes. Un 79,5% de las cepas con resistencia a entre 8 y 14 antimicrobianos tenian

este determinante de resistencia (Figura 4.12).

14

12

10

NuUmero de integrones de tipo 1

3 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 19 20
Perfil de resistencia (nUmero de antimicrobianos)

1l
2

O Typhimurium
O Rissen

m Montevideo
m Mikawasima
O Istanbul

m Hindmarsh
@ Derby

m Choleraesuis
O Bredeney

O Brandenburg
® Anatum

@ 4,5,12:0:-

Figura 4.12. Expresion de la multirresistencia en funcion del serovar entre cepas portadoras de int!.

La presencia del integrén de tipo 1 estd correlacionada con la pentarresistencia

(Pearson=0,643; P=0,000) y tan sélo en un 6,1% (n=3) de las cepas con perfil de resistencia

AMP-CHL-STR-SUL-TET no se ha detectado el integron. Por el contrario, con el integréon
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pero sin el perfil de pentarresistencia se detectan 32 cepas (41%).

b. Casetes

Se analizo la presencia de casetes génicos asociados a integrotes de tipo 1 (ver
Material y métodos; figuras 4.12 y 4.13). Se amplificaron 8 casetes, o combinaciones de las
mismas, con tamafios de entre 2 y 0,8 kilobases (kb) (Figura 4.13). La combinacién de las
casetes y los perfiles de RFLP nos llevaron a clasificar todas las cepas positivas en diez
patrones, de la A a la J, si bien las bandas del patron F son iguales a la suma de los patrones G
y H, y lo mismo sucede con el patrén I respecto a C y D. La secuenciaciéon de las casete/s
asociada/s a cada uno de los patrones permitid determinar (mediante comparaciones
realizadas con el programa BLAST; Altschul et al. 1990) los genes contenidos en cada
elemento (Tabla 4.10). Ademas de blaOXA-30 se detecta blaPSE1, que codifica una
betalactamasa con actividad sobre penicilinas pero no cefalosporinas (penicilinasa; Bush et al.
1995a); aadAl, aadA2 y aadA12, que codifican adeniltransferasa resistencia a estreptomicina
y espectinomicina); y dfrAl, dfrA12, dfrA17 y dhfrVII, que codifican DHFR que confieren
resistencia al trimetoprim. Por otro lado, no se amplificd ninguna casete en 24 cepas positivas

a int1 (30,8%).

1.0 kb

Figura 4.13. Amplificacion de casetes génicas asociadas a infl. De izquierda a derecha casetes de los
patrones: A, B, I, D, F, Gy H.
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1L.5kb

Figura 4.14. Analisis mediante RFLP de las casetes génicas. De izquierda a derecha fragmentos de los

patrones A, B, B y C con distinta frecuencia de presentacion.

Tabla 4.10. Casetes génicos asociados a int! identificados en las cepas de Salmonella de la coleccion. Se
muestran los perfiles de RFLP, tamaifio de las casetes, los genes asociados a cada patrén asi como su frecuencia
respecto al total de cepas positivas para int/. Los superindices indican los amplicones de RFLP que

corresponden a cada amplicon de CS.

Patrén CS (kb) RFLP con Haelll (kb) Genes secuenciados N %
A 2.0 1.00, 0.40, 0.20, 0.18 blaOXA-30 14 | 17,9
B 1.0'&1.2° 0.58% 0.45% 0.35%, 0.2" aadA2' and bla-PSE1? 6 7,7
c 1.9 0.82, 0.38, 0.30, 0.18 dfrA12 and aadA2 8 10,3
D 1.6 0.50, 0.35, 0.25, 0.20 dfrAl and aadA1l 13 | 16,7
E 1.7 1.10, 0.25, 0.18 aadA5, dfrA17 2 23
F (G+H) 0.8" & 1.0° 0.60%, 0.50°, 0.20%* aadA1® and dhirvii* 3 3.8
G 0.8 0.60, 0.20 dhfrvii 2 23
H 1.0 0.50, 0.20 aadAl 1 1,3

| (C+D) ] . 0.82°, 0.50*';, 0.3865, 0.35*';, 0.30°%, . ]

1.9°8 1.6 0.25°, 0.20° 0.18 dfrA1° and dfrA12 3 38
J 0.9 0.40&0.21 aadA2 2 23
SUBTOTAL (intl positivas) | 54 | 9,2

*Los superindices relacionan los fragmentos de RFLP que corresponden a cada gen y amplicon en los patrones

de casetes combinadas.

Todos los perfiles de restriccion excepto E y J estan asociados a la pentarresistencia
(x*=72,129; P=0,000). Tan s6lo no se amplificaron casetes en 16 cepas que presentan el perfil
ACSSuT (cuando se compar6 con intl tan sélo se detectaron tres casos negativos). Por otro
lado, hasta 21 cepas con perfil de restriccion asignado no mostraron la pentarresistencia en el
analisis fenotipico. Los perfiles F y H (100%), seguidos por B (83,3%), D (76,9%), C
(62,5%), A y G (50%) y por ultimo I (33,3%) presentaban la asociacion citada (A, B, Cy D
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de manera estadisticamente significativa).

Tabla 4.11. Distribucion de la pentarresistencia seglin el genotipo definido por las casetes génicas

asociadas a int].

Pentarresistencia

Perfil Ausente Presente Total
2 133 16 149
A 7 7 14
B 1 6
c 3 5 8
D 3 10 13
E 2 0 2
F 0 3 3
G 1 1 2
H 0 1 1

' 2 1 3
J 2 0 2
TOTAL 154 49 203

Las dos cepas con perfil de restriccion J estan muy proximas filogenéticamente y
pueden corresponder a un clon de S. Derby. Su perfil de resistencia, STR-KAN-GEN-SPT-
SUL-SXT-TET, no incluye a ningun beta-lactdmico. En el caso del perfil E, se detectan dos
fenotipos mas divergentes: AMP-AMX-AMC-STR-NEO-KAN-GEN-APR-SUL-SXT-TMP-
TET-XNL (cepa P06) y AMP-AMX-AMC-KAN-GEN-SPT-CHL-SUL-SXT-TMP-TET-XNL
(cepa P51). En cuanto a la divergencia detectada para los aminoglicosidos, ambas presentan
resistencia limite para ser consideradas cepas sensibles. Sin embargo, frente al cloranfenicol
la cepa P51 presenta una CMI cinco veces mayor que el aislado P06, por lo que
probablemente la resistencia a dicho antimicrobiano no est4 relacionada con la presencia del

integron.

Si se consideran Unicamente los antimicrobianos cuya resistencia estd asociada a los
integrones de tipo 1 y/o la SGI1 (AMP-AMX-AMC-STR-SPT-CHL-FLR-SUL-SXT-TMP-
TET, Tabla 4.12), se detecta una fuerte relacion entre el perfil de antibiorresistencia AMP-
AMX-AMC-STR-SPT-CHL-FLR-SUL-SXT-TET y la presencia del patrén B (5/6), asi como
entre el perfil AMP-AMX-AMC-STR-SPT-CHL-SUL-SXT-TMP-TET vy el patron F (3/3).
Apenas hay resistencia a florfenicol fuera de estas cepas (n=3, en ningln caso con infl) y la

cepa con el perfil de CS pero sin resistencia fenotipica a los fenicoles presenta una CMI
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inmediatamente inferior al punto de corte considerado para el cloranfenicol (CMI=16mg/L) y
no mucho menor para el florfenicol (CMI=8mg/L), luego puede considerarse moderadamente
resistente. A pesar de haber encontrado un perfil de integrén que codifica resistencia para
estreptomicina y espectinomicina en las cepas MP49 y SAV12 (perfil D), ninguno de estos
dos microorganismos muestran resistencia fenotipica, aunque en el primer caso los datos de
CMI estan justo en el limite de la resistencia. Por otro lado, estas cepas presentan resistencia a

otro aminoglicosido: la kanamicina.

La cepa SAV12, aislada de avicultura intensiva, muestra una CMI algo inferior para la
estreptomicina (16 mg/L) y estd en el limite para la espectinomicina (256 mg/L.), aunque si
presenta resistencia a la gentamicina, la neomicina y la kanamicina. El unico caso en el que
no podemos explicar esta falta de complementariedad entre perfiles de integrén y de
resistencia seria para la cepa MPOI. Lo contrario, es decir un perfil de resistencia no
contenido en los determinantes localizados en las casetes de los integrones es mucho mas
habitual sobre todo para los antimicrobianos tetraciclina, sulfametoxazol, cloranfenicol y
beta-lactamicos excepto para los perfiles A y B. Todo ello parece indicar la asociacién de
dichos integrones a otros determinantes de resistencia como podria ser la SGI1. Mas adelante
en este trabajo, cuando se analizen otros determinantes de resistencia, se profundizara en ello.
Por lo demads, la gran heterogeneidad en los perfiles de resistencia se debe a cambios

puntuales de algin antimicrobiano (Tabla 4.12).

S. Typhimurium es el serotipo mas heterogéneo en cuanto al numero de perfiles de
restriccion distintos detectados: A, B, D, F y G.. De hecho, es el unico serotipo con tantos
perfiles distintos, aunque también presentan cierta variedad S. 4,5,12:i:-; S. Rissen; S.
Anatum; S. Brandenburg y S. Bredeney. Parte de esta elevada frecuencia es achacable a la
contribucion de los aislados procedentes de porcino blanco, que son siete en total, tres de ellos
S. Typhimurium, lo que da una asociacion estadisticamente significativa, con Chi=25,667 y
P=0,001. En menor medida también contribuyen los aislados procedentes de cerdo ibérico,
estrechamente asociados a los perfiles A, D, G, J; presentando Chi=29,967 y P=0,000. Por
ultimo, otras especies como la perdiz roja contribuyen significativamente a esta diversidad,
probablemente mediante la dispersion de S. Typhimurium (perfiles B, F y G, aparte de H con

su variante monofasica 4,5,12:1:-).
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Tabla 4.12. Distribucion de los casetes genicos asociados a infl entre fenotipos, genotipos y origen de los

aislados.
CSs Antibiorresistencia Serovar Fago/pulsotipo Especies
AMC-CHL-SUL-SXT-TMP DTU311 (TY09) PB (P13)
AMP-AMX-AMC-SPT-CHL-SXT-TET PB (P03)
AMP-AMX-AMC-SPT-CHL-SUL-SXT-TET DT104b (TY09) PB (P29, P30)
AMP-AMX-AMC-SPT-CHL-SUL-TET . i PB (p24, P26)
A Typhimurium
AMP-AMX-AMC-STR-SPT-SUL-SXT-TMP-TET DT104b (TY16) PB (P50)
*AMP-AMX-AMC-STR-SPT-CHL-SUL-TET DT104b (TY09) PB (P21, P22, P23, P25, P27
NT (TY48) PI (MP41),
*AMP-AMX-AMC-STR-SPT-CHL-SUL-SXT-TET
DT104b (TY09) PB (P09)
Codorniz (C06), perdiz (C07), canario
DT104b (TY34, TY43, TY47)
*AMP-AMX-AMC-STR-SPT-CHL-FLR-SUL-SXT-TET . . (C03, C04)
B Typhimurium _
DTU302 (TY43) Perdiz (C19)
*AMP-AMX-AMC-STR-SPT-SUL-SXT-TET NT (TY36) PB (P11)
4512::- DTU302 (MO2) PB (P12)
*AMP-AMX-AMC-STR-SPT-CHL-SUL-SXT-TMP-TET
C Rissen RIL PB (P32, P33, P34, P63)
AMP-AMX-AMC-STR-SPT-SUL-SXT-TMP-TET PB (P49, P64, P65)
AMP-AMX-AMC-SUL-SXT-TMP Anatum ANG6 Pl (MP49)
*AMP-AMX-AMC-STR-CHL-SUL-SXT-TMP-TET Hindmarsh HI1 Pl (MP42, MP43, MP45, MP46, MP47)
Brandenburg BA2 PB (P35, P36, P38, P39)
D *AMP-AMX-AMC-STR-SPT-CHL-SUL-SXT-TMP-TET
Bredeney BES8 PB (P07)
STR-SPT-CHL-SUL-SXT-TMP-TET Choleraesuis NT Pl (MP34)
AMP-AMX-AMC-SUL-SXT-TMP-TET Typhimurium NT (TY66) Avicultura (SAV12)
£ AMP-AMX-AMC-SPT-CHL-SUL-SXT-TMP-TET Anatum AN1 PB (P51)
AMP-AMX-AMC-STR-SUL-SXT-TMP-TET Bredeney BE5 PB (P06)
F  *AMP-AMX-AMC-STR-SPT-CHL-SUL-SXT-TMP-TET  Typhimurium DT 29, DT193, DT204a (TY48). PB (P57) y perdiz (C54, C56)
G *AMP-AMX-AMC-STR-SPT-CHL-SUL-SXT-TMP-TET Typhimurium DT204a (TY15) Perdiz (C38)
GEN** Montevideo MN1 PI (MPO1)
H *AMP-AMX-AMC-STR-SPT-CHL-SUL-SXT-TMP-TET 4,5,12:i:- DT193 (MO3) Perdiz (C48)
*AMP-AMX-AMC-STR-SPT-CHL-SUL-SXT-TMP-TET PB (P10)
Brandenburg BAl
| AMP-AMX-AMC-STR-SPT-CHL-SXT-TMP-TET PB (P05)
AMP-AMX-AMC-STR-SPT-SUL-SXT-TET Rissen RI1 PB (P48)
DE3 PI (CP23)
J STR-SPT-SUL-SXT-TET Derby
DE4 PI (MP35)
STR-SPT-CHL-SUL-SXT-TMP-TET 4,5,12:i:- 193 (MO1) PI (MP22, MP23, MP24)
STR-TET Istanbul IS1 Pl (MP31)
SXT Mikawasima MI1 Pl (MP18)
TET Rissen RI1 Pl (MP20)
193 (TYO03) PI (CP64)
193 (TY11) PI (CP02, CP03, CP04, CPO5)
U302 (TY13) PB (P19, C49*** C50), equino (C51***)
(%] *AMP-AMX-AMC-STR-SPT-CHL-SUL-SXT-TMP-TET
193 (TY13) PI (CP61)
o 193 (TY25 & TY26) PI (CP60***, CPO1)
Typhimurium
193 (TY67) PI (CP67)
*AMP-AMX-STR-SPT-CHL-SUL-SXT-TMP-TET 193 & 203 (TY13) PI (MP36, CC63)
AMP-AMX-AMC-STR-SPT-SUL-SXT-TMP-TET 193 (TY13) Pl (MP50)
AMC-TMP NT (TYO5) PI (CP06)
NEO 204c (TY78) Perdiz (C29)

*Perfil que contiene la pentarresistencia. ** PI: porcino ibérico. PB: porcino blanco.

***Sin SPT o CHL en su antibiograma pero en el limite del valor WT.
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En cuanto a fagotipos es digna de mencion la abundancia muy significativa de S.
Typhimurium DT 104b, con 11 integrones de perfil A y 3 del perfil B. Otros fagotipos,
también de la serovariedad Typhimurium, como U302 (perfiles B y C), 204a (F y G) o 193 (F
y H) estan mas escasamente representados (un caso por perfil). S. Typhimurium DT193
presenta una pecualiridad y es ser el fagotipo con mayor frecuencia de negativos para la
amplificaciéon de casetes asociadas a int/ (n=14, un 87,5% sobre el total de sus infl
positivos). De hecho, el 58,3% de las casetes que no han podido ser amplificadas
corresponden a este fagotipo (Tabla 4.12), procediendo la mayoria de cerdo ibérico. Las dos
unicas cepas DT193 en las que no ocurri6 esto proceden de casos clinicos de perdiz roja (C48

y C54), en las que se detectaron los perfiles H y F.

c. Asociaciones entre infl y los determinantes de resistencia frente a

cefalosporinas.

En el apartado 4.2.5 se vi6 que Unicamente se podian amplificar los genes blaTEM y
blaOXA entre los posibles genes para beta-lactamasas de espectro extendido (BLEEs)
descritos en Salmonella, que incluyen también blaSHYV, blaCTX-M y blaCMY. En total se
detectaron 29 aislados conteniendo genes BLEEs, que explicarian la resistencia a las
cefalosporinas en un 58% de los casos. El resto de las cepas no mostraron actividad beta-
lactamasa en placa ni fueron positivas al screening genotipico. En total hemos secuenciado 19
blaTEM y 14 genes blaOXA. Cuatro genes del primer tipo a partir de cepas sin resistencia a
cefalosporinas que sin embargo nos van a servir para analizar la asociacion de ambos genes
con los perfiles de los integrones de tipo 1. Las secuencias de todos los fragmentos
amplificados correspondieron a los mismos alelos: TEM-1 y OXA-1 (u OXA-30)

respectivamente.

Si comparamos la presencia de estos determinantes con cepas positivas a infl vemos
que existe una fuerte asociacion en ambos casos, sobre todo para b/laOXA, aunque esto es lo
logico ya que la casete A lo contiene integrado en su estructura. Por otro lado, ademas de este
gen, un 84,2% de las cepas blaTEM positivas lo son a la vez para la integrasa de tipo 1
(x2=6,071; P=0,014). Ademas el gen blaTEM estd asociado (x2=38,433; P=0,000) a todos los
perfiles excepto C, donde tan s6lo hay un positivo entre cinco cepas analizadas (Tabla 4.13).

Se trata de la Uinica cepa no serotipada como Rissen de dicho grupo: P12, S. 4,5,12:i:- DT
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U302. No se ha intentado amplificar ningin gen bla en cepas con perfil B ni J, si bien estas

ultimas no han mostrado resistencia a ninguna cefalosporina.

Tabla 4.13. Numero de cepas positivas o negativas a la PCR de blaTEM en funcion de los tipos de

perfil de los integrones de tipo 1.

blaTEM
Perfil + Total
@ 17 3 20
A 13 0 13
c 4 1 5
D 0 6 6
E 0 2 2
F 0 3 3
G 0 1 1
H 0 1 1
' 0 2 2
TOTAL 34 19 53

4.3.2. Determinantes de resistencia a quinolonas.

En 26 de las 37 cepas resistentes a una quinolona al menos se han detectado
determinantes de resistencia, aunque tan solo en las QRDR de gyrA 'y parC (tabla 4.14), pero
no en gyrB ni parE, como tampoco se han detectado cepas positivas a las PCR para genes

PMQR, que son gnr, gepA o aac(6’)-1b-cr.

En la mayoria de las cepas que expresan la resistencia pero no presentan determinantes
conocidos (Tabla 4.14), el valor de CMI apenas sobrepasa el limite de corte excepto en
aislados procedentes de casos clinicos: como C19 (CMlIna =128 mg/L), C46 (CMIgnr=0,5
mg/L, CMI¢p=0,25 mg/L), C49 (CMIna =256 mg/L, CMIgng=0,5 mg/L), C36 (CMI¢p=0,25
mg/L) y CI1 (CMlInar =128 mg/L). Las demés también procedian de casos clinicos, como
C58 (S. Choleraesuis CH3, procedente de jabali), C51 (S. Typhimurium U302/DT13, de
equino), y de muestras de matadero como MP17 (S. Mikawasima MI1, de cerdo ibérico), P25
y P21 (S. Typhimurium DT104b/TY09, de cerdo blanco) y P19 (S. Typhimurium U302/TY13,

de cerdo blanco).
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Tabla 4.14. Determinantes de resistencia a quinolonas en los aislados de Salmonella enterica ensayada

Resistencia  Determinante Serovar Fago y pulsotipo Ho spedador Cepas
4,5,12:i:- 193 (MO2) Perdiz C48
S83Y o 204b (TY15); 29, Perdiz, cerdo C38, P57, C54,
Typhimurium
193, 204a (TY48), blanco C56
N ] SAV02, SAVO05,
Enteritidis 7, 1, PNR (ENO2) Avicultura
D87Y SAV11, SAV17
Essen ESO01 Cerdo ibérico MP15, MP16
NAL-ENR-CIP S83F Enteritidis 1 (EN02) Ciglefia FvC4
P18, SAV07,
Hadar 2,15,1 (HA1) Cerdo blanco SAV09, SAV10,
D87N, T57S
SAV13
Istanbul 1S1 Cerdo ibérico MP28, MP31
T57S Typhimurium NT (TY66) Avicultura SAV12
0 Typhimurium U302 TY43 Perdiz C19
NAL-ENR 0 Choleraesuis CH3 Jabali C58
Enteritidis ENO1 Jabali cu
0 L 104b TY09 Cerdo blanco P21
Typhimurium
U302 TY13 Cerdo blanco P19
NAL-CIP D87Y Enteritidis 35 (EN02) Avicultura SAV18
D87Y, T57S Hadar 15 (HA1) Avicultura SAV15
575 Infantis IN1, IN3 Avicultura SAV14, SAV16
Othomarschen oT Avicultura SAV08
NAL-ENR 0 Typhimurium U302 (TY13) Cerdo blanco C49
ENR-CIP 0 Typhimurium 152 (TY68) Equino C46
T57S Brandenburg BAl1 Cerdo blanco P10
CIP 0 Illb 47:k:z35 NT Varano C36
Typhimurium 104b TY09 Cerdo blanco P25
Mikawasima Mi1 Cerdo ibérico MP17
NAL 0 _
Typhimurium U302 TY13 C51

Las mutaciones mas habituales fueron las que implicaron la sustitucion del acido

aspartico en la posicion 87 por asparagina (D87N: n=8), la sustitucion por tirosina en el

mismo codon (D87Y: n=7), serina por tirosina en el codon 83 (S83Y: n=6) y por ultimo un

unico caso de serina por fenilananina (S83F). En la QRDR de parC encontramos un unico

tipo de mutacidén que supone la sustitucion de la treonina por serina en el codon 57 (T57S).

Del mismo modo secuenciamos una mutacion en gyrA (S83Y) y ocho en parC (T57S) entre

la veintena de cepas sensibles a todas las quinolonas elegidas de manera aleatoria. Todas las

cepas que presentaron la variante alélica D87N de la QRDR de gyrA a su vez tenian la

mutacion de parC.
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Figura 4.15. Rangos promedio de CMI para las distintas mutaciones de gyrA y parC segun prueba no

paramétrica de Kruskal-Wallis.

En general se observa que las mutaciones en las QRDR de gyr4 y parC son
responsables de una pérdida de sensibilidad a las quinolonas, si bien es cierto que no siempre
en igual medida (Figura 4.12). Aunque no se detectan diferencias resefiables entre quinolonas
-es decir las mutaciones afectan por igual a acido nalidixico, enrofloxacina y ciprofloxacina-
no se puede decir lo mismo de la mutacion T57S, que parece tener un efecto sensiblemente
inferior sobre la resistencia especialmente para la ciprofloxacina, lo que se refleja en el hecho
de que son mas las cepas cuya CMI se situaria por debajo que por encima de la mediana
cuando presentan dicha mutacion (7 frente a 5, ver tabla 4.15). Sin embargo en términos
generales las 20 cepas que presentaron dicha mutacion tienen de media una CMI mayor que el
resto incluso excluyendo las 8 que ademds presentaron el alelo de gyrA D87N (Tabla 4.16),

aunque en este extremo no se trate de datos estadisticamente significativos.

Tabla 4.15. Prueba no paramétrica de la mediana para las cepas que presentaron los distintos genotipos

de QRDR de gyrAy parC.

QN N valores CMI 0  D87Y S83Y S83F T57S T57S+D87N

NAL > Mediana 59 7 6 1 10 8
<=Mediana 1190 o 0 0 2 0

ENR > Mediana 28 7 5 1 11 7
<=Mediana 141 0 1 0 1 1

CIP > Mediana 8 7 5 1 8
<=Mediana 149 0 1 0 7 0
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Tabla 4.16. Variabilidad de las medias de CMI (mg/L) para las distintas quinolonas por el efecto de la
mutacion T57S de parC (prueba T).

Desviacion Error tip. de

ON parC N Media tip. la media
0 191 47,144 153,64995  11,11772

NAL T57S
12 70,3333 97,90843 28,26373
0 191 0,0836 0,15436 0,01117

ENR T57S
12 0,1142 0,05728 0,01654
0 191 0,0608 0,0927 0,00671

cip T57S
12 0,0717 0,05149 0,01486

Las tres variantes alélicas de gyrA con mas de un caso influyen de distinto modo en la
CMI de las quinolonas. En general, la mutacion S83Y supuso una mayor pérdida de
sensibilidad tanto al 4cido nalidixico como a las fluoroquinolonas. De hecho, la CMI de las
cepas con esta variante alélica fue el doble que para el resto de aislamientos con las otras dos
mutaciones, excepto D87N para el acido nalidixico, que a su vez dobla los valores de los
aislados con D87Y. Entre las cepas con estas dos variantes no se aprecian diferencias

apreciables en su CMI respecto a las fluoroquinolonas (Tabla 4.17).

Tabla 4.17. Variabilidad de las medias de CMI (mg/L) para las distintas quinolonas por el efecto de las
mutaciones en la QRDR de gyr4 (prueba T).

Desviacién  Error tip. de

ON gyrA N Media tip. la media
D87Y 7 150,85 79,92 30,21
NAL S83Y 6 512,66 427,42 174,49
D87N 8 336 152,03 53,75
pary 7 0,27 0,11 0,04
ENR S83Y 6 0,67 04 0,16
D87N 8 0,29 0,15 0,05
D87y 7 0,16 0,06 0,02
cip S83Y 6 0,42 0,19 0,08
D87N 8 0,18 0,06 0,02

Hay cierta asociacion, aunque no es estadisticamente significativa, de las mutaciones a

determinados serotipos, fagotipos y pulsotipos (Tabla 4.14.). Como era de esperar, la mayoria
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de las mutaciones se detectan en la serovariedad Enteritidis (especialmente el pulsotipo EN02
asociado tanto a D87Y como al unico caso de S83F), que es el que presenta mayores tasas de
resistencia ya que un 35,7% de cepas de dicho serotipo presentaron algun determinante. La
variante D87Y se encontrd en dos cepas de S. Essen (aparentemente un mismo clon aislado
dos veces de cerdo ibérico). Las seis cepas de S. Brandenburg presentaron la variante alélica
T57S, pero tan sélo una presentd resistencia a alguna quinolona. En el pulsotipo de S. Hadar
también se localizaron 6 genes parC con dicha mutacién, pero en esta ocasion si que
mostraron resistencia a las tres quinolonas, aunque pudiera ser debida, como ya hemos
comentado, a la mutacion D87N (Uinicas cepas, junto a dos de S. Istanbul, que presentan doble
mutacion). En S. Typhimurium se ha detectado una mutacion en parC y 5 en gyrA (todas
S83Y, la otra cepa con dicha mutacion es un caso de su variante monofasica). Los serotipos

Infantis y Othmarschen también presentaron la mutacion de parC.
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5. Discusion.
5.1. Cepario

5.1.1. Serotipos

Aunque no es el objeto de este estudio, analizar la prevalencia de los serovares por
especies de origen puede permitir rastrear la procedencia de las resistencias y su trascendencia

para la salud publica.

Las frecuencias de presentacion de las distintas serovariedades no se corresponden con
las mas habitualmente aisladas en el hombre puesto que predomina el serotipo Typhimurium
(31%, n=63) sobre Enteritidis (6,9%, n=14), consecuencia del mayor numero de aislados de
origen porcino (n=136) frente a las 37 cepas procedentes de avicultura. Aunque la mayoria de
las infecciones en el hombre se deben a productos de origen avicola (serotipo Enteritidis), los
productos de origen porcino (S. Typhimurium) estdn aumentando su importancia como causa
de la toxiinfeccion alimentaria, fruto posiblemente de las medidas higiénico-sanitarias y los
planes de control iniciados sobre 1990 y que se han centrado precisamente en las
producciones avicolas. En este contexto merece la pena destacar el RD 1254/1991 sobre
tratamiento de ovoproductos destinados a comedores colectivos, los planes europeos de
control en gallinas reproductoras desde 1998, la directiva 2003/99/EC y los planes de control
derivados con 2007 como primer afio de entrada en vigor en Espafia (Campos, 2011; Echeita

et al. 2005; EFSA, 2009a y 2010a; MARM, 2010a y 2010b).

Entre los aislados de cerdo hay una mayor dispersion de serovariedades entre los
procedentes del tronco ibérico (15 serovariedades frente a 9 de porcino blanco): 4,5,12:i:-,
47:1:z53, Anatum, Bredeney, Choleraesuis, Derby, Essen, Hindmarsh, Istanbul, London,
Mikawasima, Montevideo, Rissen, Tomegbe y Typhimurium. Aunque la frecuencia de
presentacion de los nueve serotipos aislados de cerdo blanco (Tabla 4.2) no tendria por qué
ser representativa de la situacion de dicha micropoblacion por proceder la mayoria de un
muestreo dirigido, si que estan presentes practicamente todas las serovariedades aisladas

-excepto S. Newport- por Astorga et al. (2007) en un estudio epidemioldgico sobre canales de
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cerdo blanco de Andalucia, region de la que proceden estas 39 cepas de la coleccion. Por otro
lado, estudios de campo parecen validar la hipdtesis de que en general hay una mayor
diversidad de serotipos entre los aislados de cerdo de cria extensiva que de aquellos mas
intensivos, tipicamente razas de capa blanca, y que los serotipos mas habituales del segundo
grupo son Typhimurium y Derby, variando en funciéon de los autores la representacion de
4,5,12:1:- Rissen y Brandenburg (Astorga et al. 2007; Borge et al. 2010; EFSA, 2008 y
2009b; Garcia-Feliz et al. 2007; Gémez-Laguna 2010; Jensen et al. 2004; Mateu et al. 2003;
Vidal, 2005). El serotipo 4,5,12:i:- (variante monofasica de S. Typhimurium al perder el
segundo antigeno flagelar codificado por el gen fIjB), tan frecuente entre las cepas
procedentes de porcino ibérico, fue aislado por primera vez en Espafia en 1998 y desde
entonces se ha convertido en uno de los serotipos mas prevalentes afio tras afio en la casuistica
humana tanto en nuestro pais como en otros de nuestro ambito, llegando a ser el segundo
serotipo de origen porcino causante de salmonellosis en la UE en 2007 (Echeita et al. 1999,

2001; EFSA, 2008).

Typhimurium

W 4,512::-

31 Rissen

Anatum

B Enteritidis
Derby

H Bredeney
Brandenburg

B Choleraesuis

W Hadar
Mikawasima
Tomegbe

B Otras

3,4

4,9
6,9
6,9 8.9
7.4

Figura 5.1. Distribucion de serotipos mayoritarios (n>5) en la coleccion de cepas de Salmonella.

En cuanto a los aislados de avicultura, de nuevo nos encontramos con un cepario
representativo de la prevalencia de serovariedades en las granjas espafiolas. Segun estudios de
esta ultima década el serotipo predominante es Enteritidis, seguido de lejos por otros como
Infantis, Typhimurium, Hadar o Newport, lo cual viene a coincidir también con la situacion

europea (Capita et al. 2007; EFSA 2010a; Hernandiz, 2007; Usera et al. 2003). Por otro lado,
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los estudios realizados acerca de la prevalencia de Salmonella enterica en aves silvestres
parecen indicar que son tanto S. Enteritidis como S. Typhimurium los serotipos predominantes
(Cizek et al. 1994; Dolejska et al. 2009; Literak et al. 2007; Ramos et al. 2010; Taylor y
Philbey 2010). Entre las cepas analizadas en este estudio se observa la abundancia de aislados
clinicos de S. Typhimurium en especies avicolas terrestres (perdiz roja y codorniz, mas
algunos casos concretos en cigiiefia blanca y halcén peregrino), mientras que por otro lado en
las especies aéreas (cigiiefia blanca sobre todo, pero también buitre negro) se observa mayor
diversidad asi como coincidencias en aislamientos con los de porcino ibérico: Enteritidis,
Mikawasima, Bredeney y sobre todo Anatum. De este altimo serotipo, habitual aunque con
baja prevalencia en los estudios de campo espafioles, se conservan 14 cepas, la mayoria
aisladas de avicultura y porcino ibérico pero también de cigiiefia blanca (n=2) y cerdo blanco
(n=1). Sin embargo, ni Capita et al. (2007) ni Hernandiz (2007) lo aislan en sus estudios
epidemioldgicos en mataderos y granjas avicolas, respectivamente. Usera et al. (2003) y
Borge et al. (2010) describen tasas por debajo del 5% tanto en vacuno, porcino y aves el
primero como en porcino ibérico del suroeste peninsular la segunda autora, lo cual concuerda
con los datos de este trabajo. Mientras que Gémez-Laguna et al. (2010) elevan la frecuencia
de S. Anatum a més de un 50% en su estudio sobre la prevalencia de Salmonella enterica en
porcino ibérico en Andalucia. Al parecer este serotipo se encuentra en mayor medida en las
naves de cria que de engorde en los sistemas intensivos (Mejia et al. 2006). En cualquier caso
no se trataria de un serotipo de gran trascendencia clinica humana en tanto en cuanto Echeita
et al. (2005) tan solo serotiparon como Anatum un 0,62% de los asilados remitidos al
Laboratorio Nacional de Referencia Salmonella-Shigella entre 1996 y 2001 y la EFSA
(2009a, 2010a) no lo recoge entre las diez serovariedades mas habitualmente comunicadas a
dicha agencia europea. Su interés radica, por tanto, en su alta movilidad entre diversas

especies hospedadoras.

5.1.2. Fagotipos

En general, los fagotipos mas habituales en Espafia, tanto en Salmonellas aisladas a
partir de animales como de alimentos y personas, son S. Enteritidis PT1 y PT4, ambos

representados en el cepario. Sin embargo, de los fagotipos mas habituales de S. Hadar, PT1 y
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PTS8, tan sélo se detectd un aislado del primero (Capita et al. 2007; Echeita et al. 2005; Usera
et al. 2003; Valdezate et al. 2007). Mucho mas frecuentes que estos dos ultimos son los
fagotipos relacionados con el cerdo blanco; DT193, DT104, su variante DT104b y U302.
Estos fagotipos son los mas habituales en este tipo de ganado en Espafia mientras que el
fagotipo U311 de S. 4,5,12:i:-, tan abundante en este estudio (91% procedentes de cerdos
ibéricos), seria practicamente anecddtico en cerdo blanco. No obstante, éste ya ha sido
descrito en cerdo ibérico al igual que DT193, muy abundante entre los aislados de este trabajo
procedentes de esta raza, ya que el 93% de los casos presentan dicho fagotipo (Astorga et al.
2006; Borge et al. 2010; Gomez-Laguna et al. 2010; Vidal, 2005). Los primeros aislados de S.
4,5,12:1:- en Espafia fueron fagotipados como U302, tanto en aislados de origen humano
como porcino, mientras que en este estudio tan sélo se contabiliza un caso de este tipo (de la
Torre et al. 2003; Echeita et al. 1999). En el estudio sobre la dipersion de dicho serotipo en
Europa liderado por Hopkins (2010) predominan los fagotipos DT193 y DT120, con tan sélo
cinco aislados fagotipados como DT311 y tres DT302 (de un total de 116 cepas).

En general se observa una clara asociacion, dentro del serovar Typhimurium y su
variante monofasica, entre los fagotipos aislados del cerdo ibérico (DT193 y U311) y los
procedentes del cerdo blanco (DT104b y U302) pero con coincidencias de los de este ultimo
con los de perdiz roja y codorniz, situacion que podria cambiar facilmente habida cuenta de
que la prevalencia de los distintos fagotipos de S. Typhimurium varia habitualmente debido a
su gran movilidad genética y, en las altimas décadas, por la presidn selectiva que ejercen los
antimicrobianos. Ambas circunstancias nos permiten seguir el proceso de su evolucion en
“tiempo real” (Baquero, 2008). Asi, durante la década de los sesenta del siglo pasado el
fagotipo predominante de este serotipo en Inglaterra y Gales era el DT29 para dar paso a
DT204 y DT193 desde mediados de los setenta hasta 1984. A partir de entonces empieza a
emerger el multirresistente DT104, convirtiéndose en la actualidad en el mas prevalente tanto
en Europa como EEUU. Los tultimos informes de la EFSA dan cada vez un mayor
protagonismo a DT193, que ha incrementado su prevalencia entre 2006 y 2008 situandose
entre los primeros fagotipos comunicados de la serovariedad Typhimurium de origen humano
(EFSA, 2009a y 2010b; Glynn et al. 1998; McDermott, 2006). Sin embargo, en Extremadura
los fagotipos DT104 y DT104b triplican en prevalencia (2007-2008) a DT193 (Campos,
2011).
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5.1.3. Pulsotipos

El analisis de polimorfismos genémicos mediante macrorestriccion y su resolucion por
electroforesis en campo pulsado (PFGE) es la técnica de discrimacion clonal mas utilizada en
Salmonella enterica, estando recomendada por la red internacional PulseNet. Gracias a esta
técnica se han obtenido buenos resultados para establecer las relaciones filogenéticas entre
cepas de origen tanto animal como humano (Delgado-Ronda et al. 2006; Téllez, 2003;

Valdezate et al. 2007).

Si tomamos como referencia S. Typhimurium, serotipo con mas aislados, el grado de
similitud entre cepas obtenido en este trabajo ha sido muy inferior al de otros estudios de
nuestro entorno. Valdezate et al. (2007) determinan una similitud de entre el 64 y el 86% con
un clon predominante que abarca el 41,5% de las cepas, mientras que en comparacion, el
cluster mas amplio detectado en este trabajo para este serovar (TY09) tan s6lo engloba un
19% de los aislados. Si se consideran los 38 pulsotipos para las 81 cepas de variantes mono y
bifasicas de S. Typhimurium se obtiene una relacioén de 2,1 cepas por pulsotipo, mientras que
Delgado (3,9), Valdezate (4,1) y Vidal (5,4) encuentran valores bien ligeramente superiores en
algunos casos, e incluso duplicandolos en otros. Si se reduce el andlisis a cepas de S.
Typhimurium aisladas de animales distintos al cerdo blanco, la ratio incluso se aleja aun mas
de las descritas en la bibliografia, con 2 cepas por pulsotipo (2,1 en las aisladas de porcino

ibérico). Para S. Enteritidis la ratio aumenta hasta 2,8.

De las serovariedades con 5 o mas aislados en las que Unicamente se obtuvo un
pulsotipo (Rissen, Hindmarsh, Montevideo y Hadar), tan s6lo Hindmarsh y Montevideo
presentan cierta homogeneidad en su perfil fenotipico que podria correlacionar con su
parecido genético. De hecho, se ha descrito que una de las limitaciones del PFGE es su baja
capacidad discriminante para ciertos serotipos, entre los que destaca S. Enteriditis, en virtud
de su baja diversidad genética (Bakeri, 2003; Landeras, 1996; Valdezate et al. 2007). Tan so6lo
Téllez (2003), en su estudio epidemioldgico a partir de reptiles sanos y enfermos, tanto
cautivos como de vida libre, obtiene una relacion aislados/pulsotipo de 1,8; bastante similar a

la descrita en este trabajo.
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Ha sido frecuente también en este estudio que varios fagotipos compartan el mismo
pulsotipo. Este extremo esta descrito en la literatura y se debe a la existencia de cierta relacion
genética entre ellos y a que la fagotipia puede variar cuando las bacterias adquieren plasmidos
o transposones, sin la necesidad de que esto suponga cambios detectables por PFGE (Lawson

et al. 2002; Prichett et al. 2000).

Para la elaboracion de este estudio y por la naturaleza de sus objetivos se ha primado
la dispersion de aislados, tanto geografica como temporalmente, llegando el muestreo hasta
las 14 especies hospedadoras de diversos sistemas de manejo y procedentes de tres
laboratorios de diagnodstico distintos. Fruto de ello es que en este trabajo se ha descrito una
diversidad clonal acorde a lo esperado en virtud de la diversidad de origenes de las cepas, lo
cual no es Obice para que se pueda obtener informaciéon de cara al estudio de los
determinantes de resistencia y su dispersion. Ademas se ha podido observar la gran separacion
entre las micropoblaciones procedentes de porcino ibérico y blanco (tan s6lo comparten tres
pulsotipos: CH2, TY13 y RI1), asi como la existencia de tres pulsotipos que se repiten en
cepas aisladas de animales de abasto y silvestres: S. Enteritidis ENO1 (aislado de jabali y
avicultura), ENO2 (cigtiefia blanca y avicultura) y S. Typhimurium TY48 (de perdiz roja y
cerdo blanco, ver Tabla 4.4) lo cual viene a confirmar la relevancia de la fauna silvestre en

relacién a la epidemiologia de esta zoonosis.

Los animales silvestres no so6lo forman parte de los ciclos biologicos de numerosos
parésitos y microorganismos sino que ademas son responsables directos de brotes epidémicos
en el ser humano amén de ser reservorio habitual de salmonelas para las producciones
animales (Alley et al. 2002; Kapperud et al. 1998; Pennycott et al. 2006). Hernandiz (2007),
en su trabajo de tesis doctoral sobre la epidemiologia de Salmonella enterica en lotes de
gallinas ponedoras de la Comunidad Valenciana, encontré muestras positivas a dicho
microorganismo en un 18% de las heces de paseriformes halladas en las naves de produccion,
siendo los serotipos zoonosicos predominantes: Infantis (18,8%), Hadar (18,8%) y Enteritidis
(12,5%). No parece ser €ste el caso para las cepas de S. Enteritidis descritas en este trabajo,
donde haria falta el concurso de algiin pajaro silvestre capaz de evadir las medidas de
bioseguridad habituales en avicultura intensiva, infranqueables en términos generales, para

una cigiiefia blanca o un jabali. Sin embargo, el clon TY48, aislado a partir de dos casos
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clinicos de perdiz roja y un cerdo blanco muestreado en matadero (los tres en 2004) si que
permite elucubrar un contacto mas directo. Aunque no se dispone de datos epidemiologicos,
por lo que se desconoce si este extremo fue posible, la oportunidad de contagio reciproco
entre animales silvestres y domésticos en régimen extensivo o semiextensivo (aunque no

fuera el caso) es, a priori, mas probable (Gomez-Laguna et al. 2010; Jensen et al. 2004).

De hecho organismos internacionales como la OIE vienen advirtiendo desde hace afios
de la trascendencia que para la salud publica tiene la monitorizacion sanitaria de la fauna
silvestre (Bengis et al. 2002; Williams et al. 2002). Pese a que la salmonelosis no parece haber
despertado aun gran atencién en este sentido, las evidencias encontradas en este y otros
estudios aqui citados sugieren que podria tratarse de un campo de trabajo prioritario en aras
de conocer los ciclos de las salmonelas en los ecosistemas y establecer las medidas de control
mads adecuadas no sélo para controlar su prevalencia sino también la dispersion de resistencias
(Palomo et al. 2011), maxime cuando quizas las dos salmonelas de mayor trascendencia
clinica hoy por hoy provienen de la fauna silvestre: S. Enteritidis y S. Typhimurium DT104.
Previamente a la década de 1960, el serotipo Enteritidis no estaba especialmente asociado a la
avicultura, sin embargo los programas de erradicacidon sobre S. Gallinarum y S. Pullorum
-responsables de graves pérdidas economicas al sector aunque sin importancia en salud
publica- dejaron libre un nicho ecoldgico que pronto seria ocupado por S. Enteritidis a partir
de su reservorio natural: los roedores (Rotger, 2008). Asi mismo, los primeros aislamientos
europeos del fagotipo multirresistente S. Typhimurium DT104 se realizaron en gaviotas y
ganado vacuno en el Reino Unido en 1984, aunque parece ser que su origen estaria en la

importacion de aves exdticas desde Indonesia y Hong Kong (Threlfall et al. 2000).

5.2. Fenotipos de resistencia.

Los antimicrobianos a los que mas resistencia ha mostrado este cepario; tetraciclina,
sulfametoxazol, estreptomicina y ampicilina, estan entre los primeros en ser descubiertos
(1948, 1930, 1943 y 1961, respectivamente), y todos ellos con un intervalo de unos 10 afios
entre su utilizacion y la aparicion de resistencias (Walsh, 2003). Estos cuatro antimicrobianos
han sido o son utilizados en medicina humana y veterinaria, bien en tratamientos, como

promotores del crecimiento y para profilaxis, exceptuando el sulfametoxazol (Salyers y Whitt,
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2005). Esta utilizacion desde hace mas de 50 afios, también en animales, podria ser la causa

de las altas tasas de resistencia a los antimicrobianos (Angulo et al. 2004).

La relacion entre antigiiedad y volumen del consumo y resistencia a los
antimicrobianos se ve claramente en el caso del cloranfenicol y el florfenicol. Del primero,
aunque originalmente usado sélo en el hombre desde 1947, habia ya mas de 160 preparados
medicamentosos para los animales poco antes de ser prohibido para tal fin en 1994
(Nogareda, 1988). Agustin et al. (2005), en un estudio a partir de salmonelas aisladas de
cerdos, describen un incremento en la resistencia a cloranfenicol del 38 al 67,7% entre 1993 y
2001. En el estudio objeto de esta memoria se ha encontrado una tasa de resistencia del 22,6%
frente a este compuesto entre los microorganismos del cepario no procedentes de cerdo
blanco, mientras que para el florfenicol, no autorizado para uso humano y de uso poco
extendido en ganaderia (en 1988 no habia descrito aun ningin preparado para el mercado
espafiol), la resistencia es mucho menor (4,9%). Este hecho pudiera ser debido no sélo a ser
mas reciente su uso en animales sino también a que esta utilizacidn se restringe a unas pocas
prescripciones clinicas. Se debe tener en cuenta también la resistencia cruzada debida al gen
floR, mientras que cat y cml solo confieren resistencia a cloranfenicol (Michael et al. 2006).
De hecho, las 8 cepas de la coleccion resistentes a este antimicrobiano -procedentes de
animales enfermos y aisladas en la Facultad de Veterinaria de Cordoba- presentaron
resistencia frente a ambos antimicrobianos, doble resistencia previamente descrita en cepas
de S. Typhimurium DT104 aisladas de cerdos tanto sanos como enfermos (Garcia-Feliz et al.

2008; Vidal, 2005).

Tabla 5.1. Cepas resistentes a florfenicol de este trabajo.

Nombre Afo Especie Serotipo Fagotipo
CC65 2008 Porcino ibérico Derby
CC66 2008 Porcino ibérico Typhimurium NT
CC64 2007 Porcino ibérico Typhimurium U310
C19 2000 Perdiz Typhimurium U302
C6 1998 Codorniz Typhimurium 104b
Cc7 1998 Perdiz Typhimurium 104b
C3 1997 Canario Typhimurium 104b
C4 1997 Canario Typhimurium 104
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La espectinomicina presenta también unas tasas moderadas de resistencia (23,8%),
consecuencia mas que probable de su uso limitado en ganaderia (Aiello, 2000). Neomicina y
apramicina presentan tasas de resistencia inferiores (15,9% y 3,1%, respectivamente), siendo
el primero apenas utilizado en clinica humana ni veterinaria, mientras el segundo Unicamente
estd autorizado para uso veterinario (Guardabassi y Courvalin, 2006). El resto de
aminoglicosidos -muchos de los cuales comparten determinantes de resistencia- tienen tasas
de resistencia bastante superiores al 30%: como la kanamicina (33,6%), la gentamicina
(34,8%) y sobre todo la estreptomicina (54,3%). Todos son muy utilizados en ganaderia
(sobre todo la gentamicina) y también en clinica humana (los dos ultimos). De hecho, la
estreptomicina se considera indicadora de la presencia de la SGI1 y/o integrones (Bronzwaer
et al. 2008). Estudios de sensibilidad realizados sobre salmonelas procedentes de animales y/o
alimentos en Espafia, distanciados los aislamientos entre cuatro y ocho afios durante la década
de 1990, vienen a demostrar también este incremento de las tasas de resistencia, llegando a
doblarse en aquellos compuestos mas recientemente introducidos como seria el caso de estos

aminoglicosidos distintos a la estreptomicina (Agustin et al. 2005; Usera et al. 2002).

La distribucion de los valores de CMI para los beta-lactamicos mas antiguos parece
apuntar a la importancia de las beta-lactamasas como mecanismo de resistencia a estos
antimicrobianos, pues mientras con la ampiclina y la amoxicilina por si solos hay que llegar a
altas concentraciones del compuesto para aumentar su efectividad, con el concurso sinérgico
del clavulanato -inhibidor de las beta-lactamasas- los valores de CMI se muestran mas
regulares (Figura 4.3; Salyers y Whitt, 2005). Asi mismo, la alta tasa de resistencia a
amoxicilina-clavulanico, aunque con valores moderadamente elevados de CMIS50 y CMI75,
pudiera deberse al concurso de beta-lactamasas del grupo funcional 2 que segin Bush et al.

(1995) no son siempre totalmente inhibidas por el clavulanato.

La mayor resistencia a quinolonas en aislados de origen avicola parece responder a un
uso mas intenso del acido nalidixico y de la enrofloxacina en la avicultura que en el resto de
explotaciones ganaderas (Lestari et al. 2009). La ciprofloxacina no se puede prescribir a
animales, pero suele presentar resistencias cruzadas con la otra fluoroquinolona estudiada

(Bronzwaer et al. 2008). Desde la autorizacion de la enrofloxacina en Espafia (1986), la
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sensibilidad a quinolonas no ha dejado de disminuir (Usera et al. 2002), lo cual no deja de ser
paraddjico cuando estd terminantemente prohibida la profilaxis con estos compuestos en
avicultura y en cualquier caso supuestamente son infrautilizados (Moreno, 2009). Sin
embargo, en la UE no se llega al extremo de su total prohibicion en este tipo de explotaciones
como seria el caso de EEUU (septiembre 2005) a raiz de las alarmantes tasas de resistencia en
enterobacterias causantes de toxiinfecciones alimentarias: Campylobacter spp y Salmonella

enterica (Lestari et al. 2009).

Las tasas de resistencia mas elevadas en las dos cefalosporinas mdas antiguas
ensayadas, cefalotina y ceftiofur, se puede deber a un periodo de utilizaciéon mas prolongado.
La resistencia a ceftiofur se da sobre todo entre las cepas de origen clinico. La cefalotina es de
uso Unicamente humano mientras el primero es muy utilizado en medicina veterinaria por ser,
al igual que cefquinoma, una cefalosporina de amplio expectro (Guardabassi y Courvalin,

2006).

En cuanto a las mayores tasas de resistencia a cefquinoma respecto al resto de
cefalosporinas (a pesar de ser de cuarta generacion), se ha de sefialar que éstas no parecen
haber sido condicionadas por la utilizacion del punto de corte recomendado por EUCAST
para Escherichia coli ante la ausencia de datos para Salmonella enterica. Si se observan los
valores de CMI50, 75 y 90 (ver anexos) se puede constatar una baja sensibilidad de los
aislados del cepario mas alld de los aislados multirresistentes de cerdo blanco, especialmente
en los serotipos de origen mayoritariamente porcino -Typhimurium y Choleraesuis- asi como
en S. Enteritidis de avicultura intensiva. Cefquinoma se puede prescribir para tratamientos
individualizados en bovinos (1994) y en porcino (1999), no estando autorizado para aves
como el resto de cefalosporinas de amplio espectro, de modo que lo mas probable es que
exista resistencia cruzada con otros beta-lactdmicos, gracias a la accidn de las beta-lactamasas

de amplio espectro y/o al concurso de bombas MDR (Greko et al. 2009; Li et al. 2007).

Aunque los autores que han realizado estudios de sensibilidad a los antimicrobianos en
aislados de S. enferica de origen animal destacan la poca resistencia a quinolonas (menor del
15%) y cefalosporinas (a ceftiofur Uinicamente), en gran medida pueden deberse a utilizar

puntos de corte clinicos en vez de epidemioldgicos, como los recomendados por la EFSA. En
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cualquier caso, tanto con un criterio como con el otro se observa la evolucion hacia una
pérdida de sensibilidad paulatina a cefalosporinas y quinolonas (Agustin et al. 2005; Astorga
et al. 2007; Capita et al. 2007; EFSA, 2010b, 2010c; Garcia-Feliz et al. 2008; Mateu et al.
2002).

5.2.1. Segun la especie de origen.

Si se comparan los datos de CMI para las cepas de este trabajo con los aportados por
la EFSA (2010a) para el periodo 2004-2007 -en el que se concentran la mayor parte los
aislados (sobre todo de origen porcino ibérico y avicultura)- se observan las mismas
diferencias en cuanto a las tasas de resistencia en funcidén del origen. Es decir, mayor
resistencia en los aislados de origen porcino, sobre todo a los antimicrobianos abarcados en la
denominada pentarresistencia (AMP-CHL-STR-SUL-TET) asociada a S. Typhimurium mono
y bifésica, y por otro lado a las quinolonas en los aislados de origen aviar, en gran medida
atribuible a las cepas de S. Enteritidis. La agencia europea alerta en su informe de las grandes
diferencias en cuanto a la sensibilidad al 4cido nalidixico y a la ciprofloxacina en funcién del
pais. Para estos antimicrobianos, las mayores resistencias se encuentran en Espafa, con 64,8 y
69,1%, respectivamente, en 2007, frecuencias que son superiores a las encontradas entre los

aislados de origen aviar analizados en este trabajo, que son 53,8 y 50%, respectivamente.

En general la resistencia a las cefalosporinas es anecddtica, al igual que se ha
observado en este trabajo mas alla del grupo de cepas multirresistentes procedentes de cerdo
blanco. En este panorama, la relativamente alta tasa de resistencia a ceftazima en aislados
procedentes de cerdo ibérico (4,9%) no encuentra parangon en ningun pais de los que han
aportado datos de la especie porcina. De hecho, sélo se han encontrado tasas positivas en dos
paises: Espana (1,3%) e Irlanda (3%). Sin embargo, los Paises Bajos presentan una resistencia
del 12,8% a este compuesto en cepas de Salmonella spp. aisladas de aves en 2007 que, unido
a la resistencia en Paises Bajos y Espafia para cefotaxima (13% y 8%, respectivamente),
constituyen las mayores tasas descritas para cefalosporinas. En el informe para el afio 2008,
los datos aportados por Espafia son mas discretos (1,2 y 0,8% respectivamente), mientras que
a las tasas superiores al 10% de los Paises Bajos se incorpora Italia con un 11,8% para
cefotaxima y 12,5% para ceftazidima, lo que da una idea de la disparidad de datos, no so6lo

entre paises sino también por su irregular evolucion temporal (EFSA, 2010b).
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En ninguno de los cuatro afios contemplados por los estudios de la EFSA (2004-2008)
se encuentran datos similares a los obtenidos en este trabajo en cuanto a la mayor resistencia
existente frente a neomicina, kanamicina y gentamicina entre los aislados de origen avicola.
En ambos trabajos se presentan tasas mayores de resistencia a gentamicina (Unico
antimicrobiano contemplado en las dos especies) entre los aislados de origen porcino, aunque
las frecuencias se mantienen por debajo del 10% para todos los paises excepto para Espaia,
con un 10,5% de resistencia para la gentamicina en 2007 y Alemania, con frecuencias del
11% y del 15,2% para la resistencia a la neomicina en 2007 y en 2006, respectivamente. Del
mismo modo, Usera et al. (2002) encuentran mayores tasas de resistencia a este
antimicrobiano en los aislados procedentes de porcino. Valdezate (2007) y antes Cruchaga
(2001) describieron también mayor resistencia a gentamicina y kanamicina entre las cepas de
S. Typhimurium que entre las de S. Enteritidis. Por otro lado, Carramifiana (2004) y Capita
(2007), en estudios de resistencia de Salmonella enterica aisladas en mataderos de pollos,
encuentran una mayor resistencia a neomicina en S. Enteritidis el primero y tasas cercanas a

cero el segundo, tanto a kanamicina como a gentamicina.

Respecto a los los aislados del cerdo ibérico, la practica ausencia de trabajos previos,
mas alla del de Gémez-Laguna et al. (2010) y Borge et al. (2010), obliga a contrastar los
resultados de este trabajo unicamente con los informes de la EFSA (Tabla 5.2), cuyo método
ha sido el adoptado para realizar este estudio de resistencia fenotipica. Los aislados
procedentes de cerdos ibéricos presentan mayores tasas de resistencia frente a tres de los
antimicrobianos mas antiguos y, por otra parte, relacionados con la pentarresistencia, como
son estreptomicina, tetraciclina y en menor medida espectinomicina. Sin embargo, los datos
de afios anteriores muestran que las tasas de resistencia de los aislados espafioles son
claramente superiores. Otros estudios también situan la micropoblacion de salmonelas
aisladas de porcino en Espafia entre las mas resistentes de Europa y, en el caso de la
tetraciclina, con cifras de CMI superiores a las de las cepas de cerdo ibérico descritas en este

trabajo (Bywater et al. 2004; de Jong et al. 2009).

Para el sulfametoxazol, los aislados de cerdo ibérico presentan tasas altas pero

practicamente idénticas a las de Espafia y a las maximas de Europa, mientras que para
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cloranfenicol y ampicilina (también incluidos en la pentarresistencia) las frecuencias de

resistencia entre los aislados del cerdo ibérico son practicamente la mitad tanto en

comparacion con los procedentes de Irlanda como con S. Typhimurium de Espafia. La

resistencia a trimetoprim de S. Typhimurium aislado de cerdo ibérico también presenta tasas

altas al igual que frente a gentamicina (luego se volvera sobre este antimicrobiano cuando se

analice la resistencia por serotipos). Frente al resto de antimicrobianos se detectan tasas

menores que para los aislados de Espafia o Europa, destacando, por su trascendencia para la

salud publica, la baja resistencia a las quinolonas.

Tabla 5.2. Resistencia frente a los antimicrobianos entre los aislados de Sa/monella procedentes del cerdo ibérico

de este trabajo, de porcino en Espafia y méaximas de Europa segtin la EFSA (2010a) para el afio 2007. IT: Italia,

IR: Irlanda, GN: Alemania, SP: Espafia, DK: Dinamarca, ST: Estonia, ND: Paises Bajos, PO: Polonia.

AMR

Cerdo ibérico

Cerdo (Espafia)

Tasas maximas (pais)

Salmonella Typhimurium Salmonella Typhimurium Salmonella Typhimurium
spp spp spp

TET 71,8 93,5 56,9 84,2 63,6 (IT) 84,1 (GN)
CHL 243 45,2 22,2 78,9 45,5 (IR) 78,9 (SP)
FLR 2,9 6,5 4,2 26,3 34,8 (IR) 58,8 (PO)
AMP 15,5 90,3 34,9 66,7 (2004) 54,5 (IR) 76,5 (PO)
CTX 1 3,2 0,6 0 5,3 (ST) 5 (SP, 2005)
CAZ 4,9 0 1,3 - 3(IR) 2,4 (IR)
XNL 1,9 6,5 - - 0,2 (DK) 0,2 (DK, 2006)
SUL 58,3 83,9 54,2 - 59,1 (IR) 88 (GN)
TMP 35 61,3 33,7 - 35,4 (NL) 31,7 (IR)
APR 4,9 9,7 1,9 (2006) 3,7 1,2 (DK) 3,7 (SP)
GEN 31,1 12,9 7,2 10,5 7,2 (SP) 10,5 (SP)
NEO 9,7 12,9 51 0 8,3 (DK) 11 (GN)
SPT 27,2 58,1 - - 16,7 (DK) 16,7 (DK)
STR 63,1 93,5 33,5 42,1 43,1 (DK) 79,3 (GN)
CIP 39 0 18 10,5 21 (ST) 10,5 (SP)
NAL 4,9 0 16,8 10,5 38,6 (PO) 58,8 (PO)
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Goémez-Laguna et al. (2010), utilizando la técnica Kirby-Bauer de difusion en disco,
encuentran datos similares a los de este trabajo en cuanto a las bajas tasas de resistencia frente
a los antimicrobianos de ultima generacion (cefalosporinas y quinolonas), y algo mayores
frente a los compuestos de utilizacidn menos reciente, aunque no tan altas como en el caso de
las cepas analizadas en este trabajo. Estos autores obtuvieron un 6,9% de resistencia a acido
nalidixico y una total sensibilidad frente a ciprofloxacina, enrofloxacina y las tres
cefalosporinas ensayadas. En cualquier caso, deben tenerse presentes las diferencias entre
ambos estudios, ya que ademas de las diferencias de metodologia, la distribucion de serotipos
es distinta entre ambos ceparios, un 55,8% y 23,3% de S. Anatum y S. Typhimurium,
respectivamente, frente al 5% y al 30%, de este estudio. Por otro lado, el trabajo de Borge et
al. (2010), con un muestreo mas amplio e idéntica técnica para medir la sensibilidad a los
antimicrobianos que Gomez-Laguna et al. (2010), arroja resultados muy similares a los
nuestros: tasas de resistencia superiores al 90% frente a tetraciclina, estreptomicina, ampiclina
y sulfamidas pero menores a cloranfenicol (73,3%); y total sensibilidad a cefquinoma y

fluoroquinolonas.

5.2.2. Segun serovariedades, fagotipos y pulsotipos

La mayor resistencia de S. Typhimurium y su variante monofasica 4,5,12:i:- (ésta
incluso en mayor medida) a penicilinas, aminoglicésidos (estreptomicina principalmente),
fenicoles, tetraciclina y sulfamidas estd muy bien contrastada en la literatura; del mismo
modo, S. Enteritidis y otros serotipos asociados a la avicultura (como Hadar e Infantis)
presentan tasas de resistencia mayores a las quinolonas (Alcaine et al. 2007; Agustin et al.
2005; Echeita et al. 2005; EFSA, 2010b y 2010c; McDermott, 2006). No se encuentran, sin
embargo, muchos estudios que se refieran a serovariedades tan poco habituales en animales
de abasto como Mikawasima y Tomegbe, que en este estudio son los responsables de las altas
tasas de resistencia a gentamicina y kanamicina (para este compuesto solo el segundo
serotipo) entre los aislados procedentes del cerdo ibérico, tronco racial al que se deben 10 de
estos 11 aislamientos y del que hay muy pocos trabajos publicados (Borge et al. 2010; Garcia-

Feliz et al. 2007; Gémez-Laguna et al. 2010).

El serotipo Choleraesuis est4 asociado a brotes septicémicos de salmonelosis en cerdos
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(Tabla 1.2), y de manera similar, dos de los seis aislados de nuestra coleccion proceden de
casos clinicos. Estas seis cepas presentan un perfil de macrorrestriccion muy similar, lo que
unido a sus semejantes caracteristicas fenotipicas (baja sensibilidad a los antimicrobianos)

sugiere la existencia de una estrecha relacion genética.

S. Derby y S. Rissen son también serotipos habituales en los estudios epidemioldgicos
de Salmonella, mostrando normalmente baja sensibilidad a los antimicrobianos aunque en
menor medida que S. Bredeney y S. Brandenburg, tanto en la resistencia frente a un
antimicrobiano al menos como en multirresistencia. S. Brandenburg tan s6lo cuenta con seis
aislados distribuidos en dos clones (de 4 y 2 cepas cada uno) procedentes todos de porcino
blanco. Esta descrita la alta resistencia de cepas de este serotipo aisladas de este tronco racial
asi como de casos clinicos humanos con una alta prevalencia de determinantes de
diseminacion horizontal (Astorga et al. 2007; Garcia-Feliz et al. 2008; Martinez et al. 2007;
Mejia et al. 2006; Vidal, 2005).

S. Anatum, serotipo heterogéneo en cuanto a sensibilidad y de gran diversidad genética
(con 9 pulsotipos para 14 cepas), ha mostrado en general poca resistencia frente a los
antimicrobianos, ya que unicamente tres cepas son multirresistentes. Estas son de origen
porcino, procediendo de un cerdo blanco la que presenta el perfil de antibiorresistencia mas
amplio: AMP-AMX-AMC-KAN-GEN-SPT-CHL-SUL-SXT-TMP-TET-XNL. Mejia et al.
(2007) también describieron cepas de este serotipo aisladas de cerdos més sensibles a los
antimicrobianos que las de los otras serovariedades ya discutidas, aunque menos sensibles que
otras, ain menos habituales, como Diarizonae o Goldcoast. También Gémez-Laguna (2010),
en su estudio sobre salmonelas de cerdo ibérico, aunque no analiza las diferencias entre
serovariedades si que presenta tasas de resistencia relativamente bajas (sobre todo en cuanto a
multirresistencia) en un cepario donde predomina S. Anatum (56%) frente a un 23% de S.
Typhimurium, como ya se ha comentado. Mientras que Borge et al. (2010) detectaron un
93,33% de multirresistencia en un cepario en el que predominaba el serovar Typhimurium

(35,7% de los aislados).

Al hacer la comparacion de la resistencia frente a las cefalosporinas entre serotipos,

distinguiendo el grupo de las cepas aisladas del cerdo blanco de las que tienen otros origenes,
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se observa que las serovariedades mas resistentes son S. Typhimurium, S. Choleraesuis, S.
Brandenburg y S. Rissen. Todos estos serotipos son tipicos del cerdo y, al igual que los mas
frecuentemente aislados de las aves (Enteritidis, Hadar e Infantis en nuestro caso),
potencialmente zoonosicos. Su importancia clinica radica en que los antimicrobianos frente a
los que son resistentes, cefalosporinas o quinolonas, son cruciales para el tratamiento de nifios
con salmonelosis aguda. De hecho, se han detectado tanto casos clinicos como brotes de
salmonelosis con estas mismas caracteristicas en la comunidad de Extremadura (Angulo et al.

2000, 2004; Campos, 2011; Martinez et al. 2007).

Las resistencias aqui descritas para los fagotipos de S. Typhimurium y S. 4,5,12:i:-
(DT193, DT104, DT104b y U302) se repiten en estudios de otras partes del Globo, desde
Europa a EEUU. Ya desde su aparicion, en la década de 1980, S. Typhimurium DT104
(posteriormente también su variante 104b) despertd cierta alarma por su baja sensibilidad a
antimicrobianos de primera eleccion en terapia clinica, como la ampicilina, el cloranfenicol o
el trimetoprim-sulfamidas, ademas de a la tetraciclina y a la estreptomicina, habituales en
tratamientos veterinarios y como promotor del crecimiento (el primero). Similar patrén de
resistencia ha presentado U302 mientras que DT193 destaca por su mayor sensibilidad a beta-
lactdmicos y al cloranfenicol y, por lo tanto, se le presupone una menor multirresistencia
(Whichard et al. 2010). Sin embargo no hemos observado una diferencia estadisticamente
significativa en cuanto a una mayor resistencia de este tltimo fagotipo frente a la kanamicina,
tal y como habia sido descrito por otros autores (Akkina et al. 1999; Alcayne et al. 2007;
Gebreyes et al. 2002; McDermott, 2006; Thornton et al. 1993; de la Torre et al. 2003;
Valdezate et al. 2007).

5.2.3. En funcion del sistema de explotacion.

Aunque los datos de este trabajo sugieren que no hay una relacion aparente entre
sistema de explotacion y resistencia a los antimicrobianos, el hecho de que la distribucion de
especies animales y serovariedades segun el tipo de sistema de explotacion no es homogénea
entre los distintos grupos que hemos considerado podria estar enmascarando los resultados,
como ha sido sugerido por la EFSA (2010b). Aproximadamente la mitad de las cepas de S.

Typhimurium proceden del grupo de cerdos de montanera, frente a tan so6lo un 4% de este
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mismo serotipo dentro de la agrupacion cebo+recebo. También el 70% de las cepas de S.
Derby se concentran entre los aislados procedentes de montanera. Con la variante monofasica
no se llega a la situacion inversa pero el porcentaje de S. 4,5,12:1:- llega al 41,2% dentro del
grupo cebo+recebo y un poco mas entre los procedentes de montanera (47,1%). Estos tres
serotipos estan entre los mas resistentes, por lo que un desequilibrio en su distribucion
contribuye en la misma medida a las frecuencias de resistencia frente a los antimicrobianos,
alterandose la prevalencia detectada segin se trate de salmonelas aisladas de animales en un

sistema mas o menos intensivo (Tabla 5.3).

También las serovariedades mas sensibles estan irregularmente representadas. Asi, S.
Hindmarsh se concentra en montanera, S. Enteritidis en el grupo mas intensificado y S.
Anatum a partes iguales entre montanera y maxima intensificacion pero con el doble de peso
relativo en el segundo. De hecho esta distribucion asimétrica de serovariedades es la que esta
determinando la sensibilidad a segin qué antimicrobianos entre los distintos grupos de
intensificacion en los que se ha dividido el cepario, coincidiendo la tendencia del grupo con la
de los serotipos predominantes en €l tal y como advierten los informes de la EFSA ya citados
(2010b y 2010c¢). Asi, en producciones intensivas (practicamente el 100% de avicultura y por
tanto con abundancia de S. Enteritidis, S. Hadar y S. Infantis) predominan las resistencias a
quinolonas y neomicina; en cerdos ibéricos de montanera abunda la pentarresistencia (faltaria
cloranfenicol pero también muestra valores de CMI altos), mientras que en el grupo de otros
(0) los valores de CMI mas elevados pudieran deberse a que proceden de aislamientos de
casos clinicos, siendo los antimicrobianos a los que muestran menos sensibilidad las
cefalosporinas, el florfenicol y el cloranfenicol, utilizados habitualmente en tratamientos

veterinarios (Aiello, 2000).

Al aplicar el andlisis por serotipos (S. Typhimurium mono y bifésica) los resultados
que se obtienen son mas previsibles. La menor sensibilidad a los antimicrobianos del grupo 0
se deberia a que dichas salmonelas fueron aisladas de casos clinicos pese a proceder los
hospedadores de sistemas de manejo a priori menos intensivos, como por ejemplo los seis
casos de cerdo ibérico en régimen extensivo o nueve de aves silvestres. Lamentablemente se
cuenta con una distribucion de serotipos muy irregular entre los aislados de cerdos de

montanera, cebo y recebo por lo que el andlisis tan solo ofrece resultados estadisticamente
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significativos para unos pocos quimioterapicos, en los que se ve claramente la correlacion
entre intensificacion y pérdida de sensibilidad a los antimicrobianos. También el equipo de
Lucas Dominguez (2009) ha constatado la asociacion entre sistema de manejo porcino y
sensibilidad antibiotica, ddndose las mayores tasas de resistencia en cerdo blanco seguido por

los distintos tipos de acabado en el cerdo ibérido: cebo, recebo y finalmente montanera.

Tabla 5.3. Recuento de cepas no aisladas de cerdo blanco en funcion del grado de intensificacion.

Cerdo ibérico en montanera: 1; cerdo ibérico en cebo y recebo: 2; régimen intensivo: 3; resto de

aislados: 0.
Serotipo Intensificacion TOTAL
0 1 2 3
4,12:b:- 1 0 0 0 1
4,5,12:i:- 2 8 7 0 17
47:i:253 0 2 0 0
Abony 1 0 0 0
Abortusovis 3 0 0 0
Agona 1 0 0 0
Anatum 3 5 0 5 13
Bredeney 1 3 1 0 5
Choleraesuis 1 2 2 1 6
Derby 1 7 2 0 10
Enteritidis 4 0 0 10 14
Essen 0 0 3 0 3
Hadar 0 0 0 5 5
Hindmarsh 0 5 0 0 5
Illb 47:k:z35 1 0 0 0 1
Infantis 0 0 0 4 4
Istanbul 0 0 2 0 2
London 0 0 2 0 2
Mikawasima 1 3 2 0 6
Montevideo 0 3 2 0 5
Othmarschen 0 0 0 1 1
Rissen 1 2 1 0 4
Tomegbe 0 3 3 0 6
Typhimurium 21 23 2 1 47
TOTAL 42 66 29 27 164

De manera analoga, otros autores han evidenciado una menor tasa de resistencia a los
antimicrobianos en aquellas bacterias (Salmonella enterica y otras zoondsicas de transmision
alimentaria, ZTA) aisladas de animales criados en sistemas libres de antimicrobianos

(ecologicos, por ejemplo), e incluso una menor frecuencia de infeccion. En general se ha
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comprobado que en Europa hay una relacion entre sistema de manejo y prevalencia de las
salmonelas en gallinas de puesta, aumentando ésta a mayor intensificacion: ecologicas,
camperas, en suelo y por ultimo de jaulas en bateria (EFSA, 2007). Hoogenboom et al. (2008)
a partir de un chequeo para las principales ZTA en 31 granjas de porcino y 19 de avicultura
hallaron un 30% de las heces de cerdo positivas a Salmonella y tan so6lo una granja positiva de
entre las que habian comenzado la conversidon a ecologico hacia més de seis afios. No se
encontrd Salmonella en ninguna granja de engorde de pollos y tinicamente en una de galllinas

de puesta.

Por otro lado, Gebreyes et al. (2006b) aunque ratifican las menores tasas de resistencia
a los antimicrobianos en las granjas de cerdos libres de antibidticos (si bien remarcan que la
pentarresistencia estaba igualmente asociada a éstas, concluyendo que las cepas resistentes
persisten a pesar de cesar la presion antibidtica) si encuentran una prevalencia de Salmonella

spp. mayor en estas granjas (15,2% frente al 4,2% de las convencionales).

Trabajos con muestreos insuficientes o con un alcance menor arrojan resultados
similares: menor resistencia a los antimicrobianos en las explotaciones menos intensificadas y
prevalencias de salmonelas variables para uno u otro sistema de manejo (Bailey y Cosby
2005; Lestari et al. 2009; Jensen et al. 2006; Melendez et al. 2010). Mas concretamente,
Gomez-Laguna et al. (2010) aislaron salmonelas en un 5,3% de los cerdos ibéricos y un 33%
de los lotes muestreados en Andalucia. Por su parte, Borge et al. (2010) analizaron un total de
2.028 muestras de nddulos ileocecales correspondientes a 168 explotaciones de cerdos
ibéricos de montanera recolectadas en nueve mataderos del Suroeste peninsular (incluido
Portugal). La prevalencia de individuos y lotes positivos a Salmonella tfue del 9,8 y 37,5%.
Cifras, en ambos estudios, inferiores al 12,5 y 43,1%, respectivamente, de Garcia-Feliz (2007)
en un trabajo de muestreo muy exhaustivo sobre cerdos procedentes de todo tipo de granjas
de la Peninsula Ibérica. Y bastante menores del 29 y 51,3%, para canales de matadero y
granjas de cria espafiolas, de los muestreos dirigidos por la EFSA (2008, 2009b) de cara a

implementar los planes de control de Salmonella para esta especie ganadera.

5.2.4. Multirresistencia y perfiles de antibiorresi  stencia.

Al no haber apenas estudios que utilicen la metodologia recomendada por la EFSA, la
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comparacion de los datos de prevalencia de la multirresistencia con otros estudios es
complicada. Sin embargo, el andlisis de la distribucion entre los grupos analizados en este
trabajo permite constatar lo ya descrito por otros autores: una mayor multirresistencia entre
los aislados de origen porcino y sus serotipos mas habituales (4,5,12:i:-, Typhimurium,
Brandenburg, Bredeney y Choleraesuis, asi como Derby y Rissen en menor medida). No
obstante, las samonelas también asociadas a porcino (ibérico en nuestro caso), que son S.
Anatum, S. Mikawasima y S. Tomegbe, presentan tasas bastante menores de multirresistencia
cuando no son totalmente sensibles (Garcia-Feliz et al. 2007; Gebreyes et al. 2004;

Thorsteinsdottir et al. 2007).

Los ultimos trabajos epidemioldgicos sobre muestras control de canales de cerdo en
matadero han arrojado resultados globales de altas tasas de multirresistencia en nuestro
entorno mas inmediato: 56% en Espafia (Garcia-Feliz et al. 2008), 64% en Andalucia (Astorga
et al. 2007), 50% en Catalufia (Mateu et al. 2002) y 77% en Castilla y Ledn (Vidal, 2005).
Mientras que Gomez-Laguna et al. (2010), analizando salmonelas procedentes unicamente de
cerdo ibérico y mas de la mitad serotipadas como Anatum, rebajan la multirresistencia a un
36% de su cepario, otros autores también describen a S. Anatum como una de las
serovariedades mds sensibles aunque en menor medida que las procedentes de cerdo ibérico
(Astorga et al. 2007; Mateu et al. 2002; Mejia et al. 2006; Vidal, 2005). Los serotipos mas
frecuentemente asociados a productos de origen porcino aislados de casos clinicos humanos
presentan igualmente esta mayor tendencia a la multirresistencia que los aislados de otros
origenes, sobre todo el aviar (Alcaine et al. 2007; Campos, 2011; Echeita et al. 2005;
McDermott, 2006).

La elevada frecuencia entre las cepas analizadas en este trabajo de la pentarresistencia
(AMP-CHL-STR-SUL-TET) y su relacién con el serotipo Typhimurium coincide con lo
descrito tanto para Espafia como para Europa y EEUU (Garcia-Feliz et al, 2008; Gebreyes et
al. 2004; de Jong et al. 2009). Sin embargo, la relacion de este patréon con el serotipo
Brandenburg, aunque recogida en algunos estudios, apenas ha despertado interés quizas
porque su importancia en la salud publica espafiola comenzé a disminuir hace una década

(Echeita et al. 2005; Martinez et al. 2007). Por otro lado, existen precedentes de cepas
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pentarresistentes en S. Bredeney, S. Anatum, S. 4,5,12:i:- y S. Rissen pero no asi en S.
Hindmarsh (Astorga et al. 2007; Garcia-Feliz et al. 2008; Mejia et al. 2006; Porrero et al.
2002).

Tabla 5.4. Asociacion de la pentarresistencia a la resistencia frente a quinolonas y/o cefalosporinas.

ACSSuT + Serotipo Fagotipo (pulsotipo) Especie de origen
(cepas)
4,5,12:i:- DT193 (MO3) Perdiz (C48)
CEF-XNL-CTX-CFQ-NAL- DT29 (TY48) Porcino blanco (P57)
ENR-CIP Typhimurium
DT204a (TY15) Perdiz (C38)
CIP Brandenburg BAl Porcino blanco (P10)
Rissen RI1 Porcino blanco (P33)
XNL-CFQ - o
Typhimurium NT (TY58) Porcino ibérico (MP49)
Rissen RI1 Porcino blanco (P34)
CEF
Typhimurium NT (TY53) Porcino ibérico (CC66)
CEF-XNL Rissen RI1 Porcino blanco (P63)
CTX-CFQ Typhimurium 104b (TY09) Porcino blanco (P09, P22,
P23, P27)
NAL-CIP Typhimurium U302 (TY13) Porcino blanco (P19)
XNL-CTX-CFQ-NAL-CIP Typhimurium DT104b (TY09) Porcino blanco (P21)
XNL-CTX-CFQ Typhimurium NT (TY09) Porcino blanco (P24, P26)
CTX-CFQ-CIP Typhimurium DT104b (TY09) Porcino blanco (P25)
CFQ Typhimurium DT104b (TY09) Porcino blanco (P29)
CTX-CAZ-CFQ Typhimurium DT104b (TY09) Porcino blanco (P30)
NAL-ENR-CIP Typhimurium U302 (TY43) Perdiz (C19)
NAL-ENR Typhimurium U302 (TY13) Porcino blanco (C49)
NAL Typhimurium U302 (TY13) Porcino blanco (C50)
XN'—'CTX'CCFIS'NA'-'ENR' Typhimurium DT193, DT204a (TY48) Perdiz (C54, C56)
CTX Typhimurium DT193 (TY67) Porcino ibérico (CP67)

La alta prevalencia de cepas pentarresistentes en la cabafia ganadera porcina aumenta
el riesgo de que un contagio a través de la cadena alimentaria limite el éxito de los
tratamientos con antimicrobianos a los considerados como segunda barrera de contencidén
quimioterapica, es decir, quinolonas y cefalosporinas (McDermott, 2006). Llegado ese
extremo, las cepas que ademads incorporen resistencias a estos compuestos revisten la maxima

peligrosidad (Tabla 5.4). Las bacterias S. Typhimurium que presentan la pentarresistencia
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aumentan la probabilidad de fallecimiento del paciente hasta 4.8 veces en los dos afios
posteriores a la infeccidn e incluso 10,3 veces cuando ese perfil de resistencia incluye a las
quinolonas (Helms et al. 2004). Por otra parte, aunque la mayor resistencia a quinolonas se
encuentra entre las cepas asociadas a la avicultura, proporcionalmente son mas las infecciones
septicémicas causadas por el servovar Typhimurium, de manera que el control de las
antibiorresistencias en el ganado porcino es crucial para disminuir la letalidad de la

salmonelosis (Crump et al. 2011).

La asociacion de la pentarresistencia con el fagotipo S. Typhimurium DT104 (y
posterioremente su variante DT104b) est4 descrita desde el principio de su dispersion desde
Occidente (Glynn et al. 1999; Threlfall, 2000). De manera paulatina se han ido incorporando a
su perfil de resistencia otros antimicrobianos como trimetoprim, trimetoprim-sulfametoxazol,
kanamicina, acido nalidixico, ciprofloxacina y cefalosporinas de amplio espectro, ademas de
colonizar nuevos hospedadores como aves, porcino, ovino y las mas diversas especies de

fauna silvestre (Hudson et al. 2000; McDermott, 2006).

Aunque estd descrita la asociacion de la pentarresistencia a diversos fagotipos, como
U302 o DT193; en este trabajo, al igual que en el de Gebreyes et al. (2002), es mayoritario el
DT104b (de la Torre et al. 2003; Hopkins et al. 2011). El perfil AMP-KAN-STR-SUL-TET,
predominante segun este autor en DT193, tan s6lo aparece en cuatro de nuestras cepas frente
a siete aislados de esta estirpe que presentan la pentarresistencia cldsica. En cualquier caso, y
a pesar de tratarse de un perfil de resistencia mas propio de América, si que esta representado
en nuestro cepario incorporando ademas en todos los casos al menos una resistencia a una
cefalosporina y/o quinolona: en S. Bredeney (cepa P06); S. Rissen (cepas P31, P48, P49, P64,
P65); S. Typhimurium DT104b (cepa P50) y S. Typhimurium NT (cepa SAV12) (Alcaine et
al. 2007).

La tetrarresistencia AMP-STR-SUL-TET, normalmente acompafiada de mas
antimicrobianos, tipica de S. Typhimurium (mono y bifasica) DT193 segtn los estudios de
Hopkins (2011) y Gebreyes (2002), es mayoritaria entre las cepas S. 4,5,12:1:- U311 (diez
cepas para tres pulsotipos) mientras todas las cepas S. 4,5,12:1:- DT193 del pulsotipo MO1
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presentan unicamente el perfil STR-GEN-SPT-CHL-SUL-TMP-SXT-TET sumando dos
antibidticos de manera puntual. Este extenso perfil de antibiorresistencia sin beta-lactimicos
también se detecta en aislados de S. Choleraesuis (cepa MP34) y S. Derby (cepa CC65). Esta
ultima cepa se trata de la tinica de dicho serotipo aislada de un caso clinico mientras que el
resto de los aislados no son multirresistentes o bien incorporan resistencia a beta-lactamicos
excepto tres casos (cepas CP23, MP35 y MP14) que presentan el perfil STR-SPT-SUL-TET,
ya descrito para este serotipo por otros autores (Vidal, 2005) y que aqui ha sido encontrado

también en S. Typhimurium DT40 (cepa CP44).

La disparidad de perfiles de resistencia de las distintas cepas encuadradas en el mismo
pulsotipo se podria deber, en general, a la mayor presion selectiva ejercida por la utilizacion
de ciertos antimicrobianos en funcidn del tipo de explotacion. En ese sentido, en S. Rissen y
S. Hadar se observa como la multirresistencia estd asociada a los aislados de cerdo blanco
pero no de ibérico, aunque también se puede argumentar, al igual que para S. Enteritidis, que
esta diversidad se deberia mas a las limitaciones de discriminacion mediante PFGE que a la

disparidad de pautas sanitarias (Bakeri, 2003; Landeras, 1996; Valdezate et al. 2007).

5.2.5. Actividad R-lactamasa.

La reaccidn colorimétrica del nitrocefin en contacto con las colonias de Salmonella
enterica se ha mostrado una técnica eficaz para evidenciar la producion de beta-lactamasas
por parte de las bacterias. Sin embargo, al no poderse determinar con precision, no tiene
sentido establecer un gradiente de actividad tan s6lo con el examen visual de la reaccion del
nitrocefin en la placa. Se hacen necesarios, por tanto, los ensayos espectrofotométricos para

establecer en qué grado presentan las salmonelas dicha actividad enzimatica.

Campos (2011), en su estudio de tesis doctoral desarrollado sobre cepas de Sal/monella
enterica aisladas de casos clinicos humanos, obtiene datos de actividad enzimatica muy
similares a los derivados de este trabajo, con una media de 354 mU/mg para la enzima TEM y

192 mU/mg para OXA. Ademas, la actividad beta-lactamasa correlaciona con la CMI de la
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cefalotina (cefalosporina de primera generacion de prescripcion exclusivamente médica) y de

la cefquinoma (de cuarta generacion y uso Unicamente veterinario).

Originalmente las beta-lactamasas de clase A (como las de tipo TEM) tan sélo
conferian resistencia a unas pocas cefalosporinas (Ambler, 1980). A lo largo de la década de
los noventa los genes bla que codifican estas proteinas comenzaron una evolucion vertiginosa
que permitié aumentar su rango de accidén. Se pasoé de hablar sobre penicilinasas de amplio
espectro, con cierta actividad frente a cefalosporinas de primera generacién como la cefalotina
(TEM-1 y TEM-2; clasificadas en el grupo funcional 2b) a beta-lactamasas de espectro
extendido (BLEE; clasificadas en el grupo funcional 2be; Bush et al. 1995a), tales como
TEM-3, TEM-4, TEM-20, TEM-27, TEM-52, TEM-63, TEM-131. Estas ultimas son activas
frente a cefalosporinas de amplio espectro como el ceftiofur o la cefquinoma. En nuestro
estudio, la total inhibicion de las enzimas TEM por parte del clavulanato descarta que pudiera
tratarse de proteinas encuadradas en el grupo funcional 2br, como las variantes de la TEM-30

a la TEM-36 (Alcaine et al. 2007; Cantén, 2007; Michael et al. 20006).

Los ensayos realizados por Chen et al. (1992) para medir la actividad de distintas beta-
lactamasas producidas por enterobacterias frente a cefquinoma y ceftazidima demostraron la
menor hidrdlisis relativa de TEM-5 y TEM-9 (en ese orden) frente a cefquinoma (20 y 45%)
que frente a ceftazidima (55 y 60%) mientras que TEM-3 afectaria en mayor medida al
primero (5%). Por otro lado, OXA-2 no mostré actividad frente a ninguno de los dos

antimicrobianos (<0,1%).

Deshpande et al. (2000) establecio, midiendo la CMI, que la enzima TEM-4 era la de
mayor actividad beta-lactamasa contra ceftiofur y ceftriaxone (cefalosporina de eleccion en el
tratamiento de nifios) y tenia un efecto moderado frente a cefquinoma. Entre las doce enzimas
de tipo TEM ensayadas cinco mostraron mas (TEM-7) o idéntica actividad (TEM-9, TEM-10,
TEM-12 y TEM-26) frente a cefquinoma que ceftiofur; y el resto mayor actividad frente a
ceftiofur (TEM-1b, TEM-2b, TEM-3, TEM-4, TEM-5, TEM-6-, TEM-8). También se ha
demostrado que las delecciones de aminoacidos en TEM-1 no sé6lo no tienen por qué restar

actividad beta-lactamasa sino que incluso pueden aumentar su resistencia a cefalosporinas de
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amplio espectro como la ceftazidima (Simm et al. 2007). La resistencia a ceftiofur y
ceftriaxone esta correlacionada, no asi la de ceftiofur con cefquinoma, lo cual encaja con
nuestros datos pues seria OXA la enzima que mostrase actividad especifica frente a
cefquinoma y cefotaxima mientras que TEM fue mas activa frente a ceftiofur, cefalotina y
ceftazidima. Esto no deja de ser paraddjico habida cuenta de tratarse OXA de una beta-
lactamasa de clase D, sin actividad frente a cefalosporinas (Bush et al. 1995; Deshpande et al.
2000). Recientemente se ha descubierto en Argentina la primera beta-lactamasa de clase D
con actividad especifica frente a cefalosporinas de espectro extendido (ceftazidima y
cefotaxima) y carbapenemas: OXA-163 que difiere de OXA-48 en una sustitucion amino y

cuatro deleciones de aminodcidos (Poirel et al. 2011).

5.3. Genotipos de resistencia.
5.3.1. Integrones.

Los integrones de tipo 1 son los mas habituales en Sa/monella enterica y en la mayor
parte de los estudios son los tnicos descritos (Douris et al. 2007; Geyebres et al. 2002;
McDermott, 2006; Rodriguez et al. 2008). Estos elementos génicos estan asociados con la
multirresistencia, si bien se encuentran también distribuidos entre cepas con resistencia a
menos de cuatro antimicrobianos e incluso totalmente sensibles; aunque la frecuencia es
mucho menor (Randall et al. 2004; Rodriguez et al. 2008; Vo et al. 2006). Por término
general, a mayor tamafio de las casetes mayor multirresistencia pues su dimension varia en
funcién del numero de genes que conllevan: de cero a cuatro (Baquero, 2007; McDermott,

2006; Rodriguez et al. 2008).

No siempre que se detecta el integron de tipo 1 mediante amplificacion del gen de la
integrasa (int1) tienen por qué amplificarse las casetes a partir de sus regiones conservadas 3'
y 5'. Como ya se coment6 en el capitulo de resultados, no se amplificé ninguna casete en 24
cepas positivas a intl (30,8% del total). Segiin Vo et al. (2006), la regioén 3° de la casete del
integrén de tipo 1 no esta siempre conservada, y estos cambios serian los responsables de la
no amplificacion de las casetes de genes. Este autor, mediante PCR inversa, consiguio
resolver este escollo en una de las cuatro cepas de salmonelas sin casete (11% de las intl

positivas) pero no asi en las serotipadas como Infantis, Livingstone y Mbandaka. Otros
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autores presentan tasas de no amplificacion superiores, como 31,4% (Rayamajahi et al. 2008)
y 37,5% (San Martin et al. 2008), en aislados procedentes de origen porcino; o 19,5%, a partir
de aislados clinicos humanos (Rodriguez et al. 2008). En este ultimo estudio, esta
circunstancia se dio Unicamente entre cepas de S. Typhimurium (50%) y especialmente S.
4,5,12:1:- (72,7%). Lo cual no deja de ser paraddjico pues son precisamente los serotipos
asociados al cerdo los que presentan con mayor frecuencia integrones de tipo 1 y mayores
tasas de amplificacion: S. Typhimurium mono y bifasica, S. Derby, S. Rissen, S. Bredeney, S.
Anatum y sobre todo S. Brandenburg. Por otro lado, nunca se habia detectado antes un
integron de clase 1 en S. Hindmarsh (Martinez et al. 2007; Rodriguez et al. 2008; San Martin
et al. 2008; Vo et al, 2006).

Entre las cepas de nuestra coleccion con intl pero sin casete amplificada encontramos
cuatro procedentes del cerdo ibérico no multirresistentes (Mikawasima, Rissen, Intabul y
Typhimurium DT204c) asi como la tercera parte de las cepas S. Typhimurium DT193 también
procedentes de este tronco racial (Tabla 4.12). Estos integrones sin casetes se podrian deber a
una menor presion antibidtica sobre la micropoblacion de esta cabafia ganadera no dando pie
a que estas estructuras acumulen determinantes de resistencia, a pesar de su manifiesta
capacidad para ello lo que ha conducido a su denominaciéon como "moddulos de coseleccion”
(Baquero, 2007; Carattoli, 2007; Gebreyes et al. 2002; Randall et al. 2004; Rodriguez et al.
2008; Vo et al. 20006).

La amplificaciéon de varias casetes puede significar bien la existencia de varios
integrones de tipo 1 bien la complementariedad de varias casetes en el mismo integrén, este
seria el caso de las casetes de 1.0 y 1.2 kb de la SGI1 tipicamente asociadas a S. Typhimurium

DT104, DT104b y U302 y responsable de la pentarresistencia ACSSuT (Figura 5.1).

int! aadd  gacEAIsulAl ﬂﬂﬂ; telG intl . bla-pg qacEAIsull
= | | = . 2 —- > - Wi e—
I ' e e e e e = = = = - I
Class 1 integron Class 1 integron
[1.0-kbp] [1.2-kbp]

Figura 5.2. Integrones de tipo 1 en una disposicion clasica de la SGI1 (Quinn, 2006).
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Se han identificado mas de 70 casetes distintas en S. enterica con genes que confieren
resistencia a beta-lactamicos, aminoglicosidos, trimetroprim, cloranfenicol y cefalosporinas.
No obstante y desde nuestro conocimiento, los resultados de este trabajo podrian suponer la
primera descripcion de los genes dhfiVII en S. Montevideo, dfirA12 en S. Risssen, S. 4,5,12:1:-
en S. Brandenburg y dfrAl en S. Hindmarsh (Gebreyes et al. 2002; McDermott, 2006; NCBI
nucleotide library, Sene2011).

Pero no todas las cepas que contienen éstos u otros genes han mostrado resistencia
fenotipica, lo cual se podria deber a la existencia de mecanismos represores o defectos
genotipicos como la no inclusion del promotor en la casete. De hecho, estd descrita la
existencia de la SGI1, o alguna de sus variantes, sin que se dé un perfil de pentarresistencia
sino otros de menor entidad como AMP-STR-SUL-TET o incluso SUL-TET. También
pudiera ser necesaria su movilizacion mediante pldsmidos, puesto que aunque se ha
evidenciado la movilizacidon horizontal de la SGI1, esto no suele ser lo mas habitual. Por otro
lado se observan evidencias de movilizacion en los determinantes asociados al perfil G, ya que
un mismo tipo de integrén se detecta en dos cepas con dos perfiles fenotipicos muy distintos
debido, probablemente, a la ausencia en la cepa MP0O1 (de cerdo ibérico) del determinante
blatgpm  normalmente asociado a plasmidos y que confiere resistencia a beta-lactamicos
(Gebreyes et al. 2002; Michael et al. 2006; Quinn, 2006, Vo et al. 2006). De hecho, en la tabla
4.12 se observa una alta heterogeneidad de perfiles de resistencia asi como una gran
diversidad en las combinaciones fenotipo-genotipo: mismo perfil de antibiorresistencia sin
compartir mismo perfil genotipico y viceversa. Y, pese a no tratarse de la situacién mas

habitual, parece ser un fenémeno que va en aumento (Baquero, 2008; Rodriguez et al. 2008).

En relacion a la dispersion de los integrones por transferencia horizontal o por
diseminacion clonal, vemos que dependiendo del tipo de perfil se puede dar presumiblemente
una opcion, la otra o bien una combinacion de ambas (Glenn et al. 2011). Los integrones de
tipo A, B, F y J son basicamente de dispersion clonal. En los tres primeros casos se trata de
pulsotipos/clones de S. Typhimurium. El integron de perfil A se encuentra mayoritariamente

en cepas del fagotipo DT104b, por lo que se puede asumir su transmision vertical en la
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poblacién de cepas mads frecuente en cerdo blanco (n=13).

El origen del integron con casete de tipo B parece asociado a aves de caza y compaiiia
(codorniz, perdiz y canario), de donde pudiera haberse transmitido al cerdo blanco puesto que,
aunque se encuentra en aislados con distintos fagotipos y pulsotipos, se trata de cepas muy
cercanas filogenéticamente (Tabla 4.4). Con integrones del perfil F tan solo hay tres casos,
que se corresponden con un pulsotipo aislado tanto de cerdo blanco como de perdiz. Y por
ultimo, con el integrén de perfil J se presentan dos cepas de S. Derby con distinto pulsotipo

pero relacionadas genéticamente.

En cualquiera de estos perfiles no se dispone de evidencias que permitan sugerir una
via predominante de transmision. Este si serfa el caso delos perfiles C, D, E, G e I, para los
que se han detectado los mismos elmentos distribuidos entre diversas serovariedades aisladas
también de diversas especies animales (Tabla 4.12), lo que claramente sugiere su transmision
horizontal. Segun Fernando Baquero (2008), son mas probables los fendmenos de
transferencia horizontal que la convergencia evolutiva lo cual apoyaria la hipdtesis de la gran
trascendencia de la transmisidn, tanto horizontal como clonal, para la dipersion de las

antibiorresistencias.

Los clones con amplia distribucidon son aislados casi siempre de la misma especie
animal. Por ejemplo S. Rissen RI1 (perfil C) o S. Brandenburg BA2 del cerdo blanco mientras
que S. Hindmarsh HI1 (para el perfil D) est4 asociado al cerdo ibérico. Las cepas aisladas de
cerdo blanco e ibérico no comparten normalmente integrones ni siquiera en aquellos de
transferencia horizontal, una evidencia mas de la separacion de las micropoblaciones de

ambos troncos raciales como ya se coment6 en el apartado 4.1.

5.3.2. Determinantes de cefalosporinas

Se considera que las beta-lactamasas son mecanismos desarrollados por los mismos
microorganismos que producen su sustrato -los beta-lactdmicos- como medida de autodefensa
y asi evitar que lo que pudiera darles una ventaja evolutiva se acabara convirtiendo en su

autodestruccion, de manera que ambos compuestos, antagonistas, se autorregulan (Medeiros,
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1997). La extension en el uso de los beta-lactamicos fuera de su nicho bioldgico por la mano
del hombre acelerd la evolucion de las beta-lactamasas, convirtiéndose con el tiempo en el
principal mecanismo de resistencia a los antimicrobianos beta-lactamicos (Cantdén, 2008). Las
primeras beta-lactamasas descritas, TEM y SHV (ambas de clase molecular A), tenian como
sustrato Unicamente aminopenicilinas. Al coincidir en su descubrimiento con la introduccion
de las cefalosporinas de primera generacion, pronto (durante los afios 1960-70) se evidencid
también su actividad sobre éstas. Ambas beta-lactamasas de amplio espectro estan codificadas
por genes asociados a plasmidos (bla). Por otro lado las enzimas de tipo PSE (también de
clase A) y OXA (clase D) no han desarrollado variantes con actividad frente a cefalosporinas
(la primera) o lo han hecho recientemente (la segunda), estando asociadas a elementos
cromosdmicos aunque en algun caso mobilizables, como serian la SGI1 y/o casetes génicas

asociadas a integrones (Mulvey et al. 2004; Poirel et al. 2010).

La introduccion de inhibidores frente a estas enzimas (clavulanato, sulbactam,
tazobactam) en los tratamientos con beta-lactamicos solventd el problema en la década de los
ochenta, pero sélo parcialmente pues no todas las enzimas se ven inhibidas de igual manera
por ellos (Bush et al. 1995b). El problema definitivo fue la apariciéon en esta década de las
cefalosporinasas, bien especificas (como CMY, de clase C) bien por nuevas ampliaciones del
sustrato de las beta-lactamasas antiguas (TEM y SHYV, que pasan a ser de espectro extendido o
BLEEs) o la recién descubierta CTX-M. Tanto blacyy como blacrxm estan asociadas a
plasmidos, pero mientras la primera presenta una mayor prevalencia en EEUU desde la
década de los noventa, la segunda se ha convertido en epidémica en Europa durante este
mismo periodo (Arlet, 2006; Cantén, 2010; Li, 2007). En esta tltima década se comienzan a
utilizar las carbapenemas, nuevos beta-lactamicos ante los que no se conocia resistencia hasta
que aparecieron las metallo-lactamasas, de la clase molecular B, con actividad frente a todas
las beta-lactamasas aunque todavia no han sido descritas en Salmonella enterica (Walsh,

2007; Zhao et al. 2009).

Los genes que codifican las enzimas de tipo PSE, OXA y TEM detectados en este
estudio no sirven por si solos para explicar la resistencia a las cefalosporinas, habida cuenta

de su escasa (o nula) actividad cefalosporinasa. Este hecho estd en sintonia con los valores de
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CMI relativamente bajos de resistencia frente a las cefalosporinas encontrados sobre todo en
las cepas con blapsg , que esta asociado al perfil B del integron de tipo 1. Por otro lado, parece
probable la participacion de bombas MDR, que contribuirian a esta disminucion de la
sensibilidad a cefalosporinas, puesto que practicamente todos los aislados que la presentaron

tenian perfil de multirresistencia (Chen, 2007; Greko et al. 2009; Li, 2007).

Aunque esta descrita la existencia de varios determinantes de resistencia a beta-
lactdmicos en la misma bacteria, lo que implica mayores valores de CMI para dichos
compuestos, no es lo mas habitual y en cualquier caso restaria eficiencia adaptativa al
microorganismo en cuestion (Andersson y Hughes, 2007; Cantén, 2008; Zhao et al. 2009).
Por otro lado, la asociacion de los perfiles de casete D, E, F, G, H e I con blatgy plantea la
posible existencia de plasmidos que determinen resistencias ademas de a beta-lactamicos a
otros antimicrobianos como trimetoprim, trimetoprim-sulfametoxazol, aminoglicosidos o

tetraciclinas (Carattoli, 2008; Gebreyes et al. 2002).

A pesar de la prohibicién europea de la utilizacion de cefalosporinas de amplio
espectro en avicultura se estd asistiendo a una pérdida de la sensibilidad frente a estos
compuestos asociada a la dispersion de determinantes de resistencia de gran trascendencia en
salud publica como son las cefalosporinasas CTX-M (Blanc, 2007; Diericks et al. 2010;
Garcia-Fernandez et al. 2007; Greko et al. 2009; Herrera-Leon et al. 2010). Ademas, son
frecuentes los fendmenos de corresistencia a beta-lactamasas y quinolonas, bien por
mecanismos desconocidos o no relacionados, bien por un fenomeno de seleccién modular, es
decir compartiendo quinolonas y cefalosporinas determinantes de resistencia mas alla de los
genes como pudieran ser las casetes, los integrones, los transposones o los plasmidos, que
confieren a la bacteria que los porta una ventaja evolutiva en determinadas microbiocenosis

(Baquero, 2008; Li, 2007; Whichard et al. 2007).

La primera descripcion de BLEEs en salmonelas procedentes de animales en Espaiia
se la debemos al equipo de Carmen Torres (Riafio et al. 2006). En un amplio chequeo sobre
aislados procedentes de animales de abasto de la Red Espafiola de Vigilancia a los

Antimicrobianos Veterinarios (VAV), detectaron los genes que codifican las enzimas CTX-M
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y TEM en dos cepas aisladas de aves (S. Virchow y S. Enteritidis). Ambos genes estaban
ubicados en un integron de tipo 1 y, ademads, detectaron los determinantes blarpm y blaspy en
otra cepa, S. Rissen procedente de cerdo en este caso, El mismo equipo habia descrito
anteriormente la amplia distribucion de blarpym entre los aislados espafoles de Escherichia
coli a partir de animales, alimentos y personas, por encima de otros genes que codifican

BLEEs como blasyy 0 blapxa (Brifias et al. 2002).

Tabla 5.5. Resumen de las cepas analizadas en este trabajo que presentan nuevas combinaciones de
caracteristicas genotipicas y fenotipicas hasta donde llega nuestro conocimiento (NCBI nucleotide library,

Sene2011).

Cepas Serovar y fagotipo Determinantes Especie

MP42 y MP43 Hindmarsh blatpm +intl (perfil D) Cerdo ibérico
P51 Anatum blarem +intl (E) Cerdo blanco

P6 Bredeney blargy +intl (E) Cerdo blanco

P48 Rissen blarey +intl (1) Cerdo blanco

P35, P36, P38y P39 Brandenburg blatpy +intl (D) parC (T57S) Cerdo blanco
P12 4,5,12:i:- U302 blargy +intl (C) Cerdo blanco

P57 Typhimurium DT29 blargy +intl (F) gyrA (S83Y) Cerdo blanco

5.3.3. Determinantes de quinolonas.

Las mutaciones en gyrA son uno de los principales mecanismos de resistencia -en
algunos casos el primero de varios- al acido nalidixico e influyen en la pérdida de sensibilidad
a las fluoroquinolonas (Fabrega et al. 2009). Las variantes alélicas de serina en el codon 83
(S83Y y S83F, en nuestro caso) confieren mayor pérdida de sensibilidad a las
fluoroquinolonas (MIC=/>1 mg/L) y al 4cido nalidixico (Liébana et al. 2002). Sin embargo,
la existencia de una mutacion en gyrA no tiene por qué implicar resistencia fenotipica a acido
nalidixico ni las mutaciones en parC suelen determinar por si solas la resistencia, necesitando
el concurso de otro mecanismo para tener efecto. En este trabajo se ha comprobado como la
mutacion T57S aumenta significativamente la pérdida de sensibilidad frente a la
enrofloxacina y al acido nalidixico, contribuyendo, asi mismo, a un incremento de la

resistencia debida a D87N (Fabrega et al. 2008; Vila et al. 1996, 2007).
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La alta frecuencia de presentacion de D87Y entre las cepas de origen animal de este
estudio no tiene una correspondencia exacta en trabajos de otros autores que, pese a trabajar
sobre ceparios de idéntica procedencia, obtienen resultados similares a los de origen humano
(Liébana et al. 2002; Ling et al. 2003; Eaves et al. 2004; Hopkins et al. 2007). Sin embargo,
en un trabajo previo sobre salmonelas aisladas de cerdo, Seminati et al. (2004), se obtuvieron
frecuencias del 50% para la mutacién D87Y del serotipo Typhimurium, y en menor medida en
Hadar, Tilgurg y 4,5,12:i:-; siguiéndole en importancia S83F (S. Virchow, habitual de
avicultura) y otras variantes alélicas (hasta siete) entre las que se encuentra también la S83Y
(en S. Anatum). En el caso de este trabajo, la mutaciéon D87Y se ha detectado sobre todo en
aislados procedentes de avicultura (excepto un caso de cerdo ibérico y serotipo Essen)
serotipados como Enteritidis, Hadar, Infantis y Othomarschen. Liébana et al. (2002)
encuentran la mayor parte de las variantes S83Y en la serovariedad asociada a aves Newport
mientras que hasta un 23% de alelos S83F se encontraron entre los aislados de S.
Typhimurium y tan sélo cuatro presentaron D87Y (de un total de 100 secuencias con variantes
alélicas). Un estudio mas reciente en un hospital espaiiol asocia D87Y con S. Enteritidis y, en
menor medida, S83F con este mismo serotipo mientras que D87N lo estaria con S. Hadar

(Lunn et al. 2010).

La baja frecuencia con la que se producen las mutaciones en relacion a la division
celular (10 a 10®)* junto a la localizacién cromosomica de los determinantes de resistencia
determinados por mutaciones en las QRDR convierten a la dispersion clonal en el elemento
de primer orden para la diseminacion de las resistencias a quinolonas (Baquero, 2008; Quinn,

2006).

El tnico QRDR de gyrA correspondiente a S§83F detectado en este trabajo procede de
una cepa de S. Enteritidis aislada de cigiiefia blanca relacionada genética y fenotipicamente
con un pulsotipo altamente prevalente en Extremadura. En un trabajo de nuestro equipo
pendiente de revision se plantea la posibilidad de que ciertas especies silvestres como la
cigiiefia blanca, en virtud de su habitat semiacudtico altamente antropomorfizado, pudieran

servir como eslabon intermedio para la reincorporacion de salmonelas resistentes a los

2 Sobre todo si se compara con otros eventos relacionados con la generacion y dispersion de resistencias como
la transposicién (10 a 10™), duplicacion de genes (10 a 107), integracion en elementos génicos (10~ a
107%), transferencia plasmidica (1072 10), o recombinacion por conjugacion (10 a 107%) (Baquero, 2008).
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antimicrobianos de uso intensivo en medicina humana a los animales de abasto, con el

consiguiente riesgo para la salud publica (Campos, 2011; Palomo et al. 2011).

Aunque la deteccién de mutaciones en las QRDR de gyrA podria explicar la mayor
parte de los fenotipos de resistencia a quinolonas de nuestro cepario no se debe obviar la
importancia de otros mecanismos cromosémicos como la bomba de eflujo AcrAB -no
ensayada en nuestro trabajo- relacionada con la multirresistencia y la pérdida de sensibilidad a
todo tipo de quinolonas (Fabrega et al. 2009; Quinn, 2006; Vila, 2007). Esta bomba no sélo
esta relacionada con la resistencia al acido nalidixico y a las fluoroquinolonas sino que
también muestra sinergia con la bomba de eflujo propia de las tetraciclinas y los fenicoles

ubicada en la SGI1 de S. Typhimurium DT104 (Baucheron et al. 2004).

Mas controvertido es el papel de las PMQR (Qnr, QepA y Aac(6')-Ib-cr) en la
resistencia a las quinolonas. Desde el descubrimiento del primer gen gnr de Klebsiella
pneumoniae en 1998, las descripciones de éste y otros elementos relacionados en nuevas
bacterias, hospedadores y paises no dejan de aumentar, bien asociados a la llamada
"resistencia no clasica" (cuando afecta a fluoroquinolonas pero no a 4cido nalidixico), bien en
relacién a un aparente estado latente sin apenas (o ninguna) incidencia en la sensibilidad a
estos antimicrobianos (Campos, 2011; Gunnel et al. 2009; Herrera et al. 2010; Lunn et al.
2010; Martinez-Martinez et al. 1998). En cualquier caso, y a pesar de la ausencia de estos
determinantes en nuestro cepario asi como la existencia de pocas descripciones de algun gnr
en salmonelas de origen animal, la gran importancia relativa de la transmision plasmidica para
la dispersion de las antibiorresistencias nos obliga monitorizar el desarrollo de este tipo de
determinantes de resistencia en nuestras cabafias ganaderas (Baquero, 2008; Carattoli, 2008;

San Martin et al. 2008; Sjolund-Karlsson et al. 2010a; Veldman et al. 2011).
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6. Conclusiones

1. La resistencia frente a las quinolonas prevalece especialmente entre las cepas de S.
enterica aisladas de avicultura, mientras que las procedentes de ganado porcino,
mayoritariamente del serotipo Typhimurium, presentan una elevada frecuencia en la
comunmente denominada pentarresistencia (AMP-CHL-STR-SUL-TET), a la que se
suman en determinados aislados una baja sensibilidad frente a las cefalosporinas y las

quinolonas.

2. Los principales determinantes de resistencia frente a los antimicrobianos clésicos de la

medicina veterinaria son los integrones de tipo 1.

3. Los integrones de tipo 1 detectados en este trabajo muestran una gran diversidad de
casetes génicas asociadas, que contienen los genes blaoxa-30, blapsg-1; aadAl, aadA2,
aadAS 'y aadAl12; dfrAl, dfrA12, dfrAl7 y dhfiVII; y también una amplia dispersion
entre los serotipos y los hospedadores estudiados en este trabajo, sobre todo en cerdo,
tanto blanco como ibérico; si bien de los detectados en este ultimo tronco racial

predominaron aquéllos en los que no se pudieron identificar sus casetes.

4. Las beta-lactamasas OXA y TEM constituyen el principal mecanismo de resistencia
frente a los beta-lactdmicos entre las cepas de origen animal, pudiendo estar
relacionados, en asociacion con otros mecanismos de resistencia, con la pérdida de

sensibilidad a las cefalosporinas.

5. No se han detectado cefalosporinasas de localizacion plasmidica, tales como CMY y
CTX-M, pese a que, en otros ambitos geograficos, estd aumentando su prevalencia

entre las enterobacterias de origen hospitalario, comunitario y animal.

6. Cuatro variantes alélicas de GyrA: D87Y, D87N, S83F y S83Y explican por si mismas
0 en conjuncidén con otros mecanismos (por ejemplo la mutacion T57S de parC) la
menor eficacia de las quinolonas en la mayoria de las cepas resistentes. Sin embargo,

no todas influyen del mismo modo sobre la resistencia al acido nalidixico o las
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fluoroquinolonas, destacando S83Y por su efecto sobre el fenotipo de las cepas.

7. La resistencia de los aislados de Salmonella enterica frente a los antimicrobianos,
tanto a nivel fenotipico como genotipico, esta condicionada por el trinomio: sistema

de manejo, especie animal y serovariedad-fagotipo.

8. Existen mecanismos eficientes para la dispersion vertical y horizontal de nuevos
genotipos de Salmonella enterica entre los animales, lo que justifica el establecimiento
de medidas de vigilancia que permitan controlar la circulacion de los determinantes
de resistencia con los que estos microorganismos responden a las terapias y pautas de

manejo, resultado de las politicas sanitarias y de los nuevos procesos productivos.
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7. Perspectivas

Los resultados obtenidos gracias a este trabajo de investigacion nos animan a
continuar profundizando en el estudio de los mecanismos de resistencia a los antimicrobianos
de Salmonella enterica. En ese sentido, seria interesante abordar cuestiones no tan centradas
en el qué sino en el como y, de ser posible, el por qué. De manera que podamos discernir, por
ejemplo, ;mutacion o recombinacion? ; Transferencia horizontal o dispersion clonal? A corto
plazo se deberia abordar los perfiles plasmidicos mas prevalentes, pero sobre todo la
plasticidad génica de la SGI1 y de los integrones habida cuenta del peculiar comportamiento
de los integrones de tipo 1 detectados en S. enterica serotipo Typhimurium fagotipo DT193
aislados de cerdo ibérico. Las posibilidades que ofrece estudiar la evolucion microbiana sobre
un modelo vivo de un contexto ganadero y veterinario totalmente distinto al del resto de los

hospedadores habituales de la infeccion nos parece tremendamente sugerente.

Asi mismo, la trascendencia de la fauna silvestre para la salud publica y la sanidad
animal nos animan a continuar con el chequeo y estudio de los determinantes de resistencia
asociados a sus enterobacterias para intentar comprender no sélo su papel como reservorio
infeccioso y de resistencias a los antimicrobianos sino también como indicador bioldgico de
la contaminacion ambiental por productos medicamentosos o microorganismos resistentes a

los mismos.

A la hora de establecer planes de control de las principales toxiinfecciones
alimentarias de origen animal no s6lo se han de valorar las estirpes de mayor trascendencia
clinica o epidemiologica sino también el sistema de manejo de la explotacion en particular por
la relevancia que éste implica para el nivel de antibiorresistencia (Aarestrup, 2006). Si bien
los datos de nuestro estudio son parciales al respecto, por no estar representadas todas las
variables de manejo de todas las especies, los datos analizados y la bibliografia consultada
vienen a confirmar que a mayor intensificacion tanto mayor antibiorresistencia como menor
microbiodiversidad; prevalenciendo las bacterias con mayor trascendencia clinica, no sélo en
cuanto a su epidemiologia (por un sesgo claro: son los animales de régimen intensivo de cria
quienes alimentan a los europeos, norteamericanos y japoneses en mayor medida y por tanto

de donde proceden la mayoria de las infecciones) sino incluso a su virulencia. Al fin y al
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cabo, los procesos de coseleccion afectan especialmente a los factores de patogenicidad
(Hacker, 2008). En este sentido, no deja de ser paraddjico que, a pesar de la evidencia, se
establezcan los mismos objetivos biosanitarios sean cuales sean las caracteristicas de la
explotacién ganadera mas alla del destino del producto final cuando esto pudiera ser,

precisamente, un agravio comparativo para con las explotaciones menos intensificadas.
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Anexos

Dendograma de las cepas del resto de serotipos.
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Anexos

Concentracion minima inhibitoria (CMI)

Estreptomicina

184

Serovar N Rango CMI50 CMI75 CMI90 AMR (%)
4,5,12:i:- 17 32->512 >512 >512 >512 94,12
Anatum 13 16-64 32 32 32 7,69
Choleraesuis 6 64-256 128 128 256 100
Derby 10 16->512 128 256 >512 60
Enteritidis 14 4-128 16 16 128 21,43
Mikawasima 6 16-32 16 32 32 0
Otros 45 4->512 32 128 >512 33.33
Tomegbe 6 16-64 16 32 64 16.67
Typhimurium 47 8->512 512 >512 >512 87,23
Subtotal 164 4->512 128 512 >512 54,27
Brandenburg 6 64-256 64 256 256 100
Otros 6 32->512 512 >512 >512 83,33
Rissen 11 8->512 64 128 512 72,73
Typhimurium 16 8->512 128 128 >512 62,5
Subtotal 39 8->512 64 256 >512 74,36
TOTAL 203 4->512 128 512 >512 58,13
WT<32
Neomicina
Serovar N Rango CMI50 CMI75 CMI90 AMR (%)
4,5,12:i:- 17 4-512 4 4 8 11,76
Anatum 13 4 4 4 4 0
Choleraesuis 6 4 4 4 4 0
Derby 10 2-8 4 4 8 20
Enteritidis 14 2-128 4 4 8 21,43
Mikawasima 6 2-4 4 4 4 0
Otros 45 2-128 4 4 8 20
Tomegbe 6 4 4 4 4 0
Typhimurium 47 2->512 4 4 8 21,28
Subtotal 164 2->512 4 4 8 15,85
Brandenburg 6 4->512 128 >512 >512 66,66
Otros 6 4-16 8 8 16 66,66
Rissen 11 4-64 8 8 16 54,55
Typhimurium 16 4-256 4 8 32 37,5
Subtotal 39 4->512 8 16 >512 51,28
TOTAL 203 2->512 4 4 8 22,66
WT<4




Anexos

Kanamicina
Serovar N Rango CMI50 CMI75 CMI90 AMR (%)
4,5,12:i:- 17 2->512 4 4 8 23,53
Anatum 13 4-8 4 4 8 15,38
Choleraesuis 6 4 4 4 4 0,00
Derby 10 2-16 4 4 8 30,00
Enteritidis 14 2->512 4 4 16 28,57
Mikawasima 6 4-8 4 8 8 16,67
Otros 45 2-16 4 8 8 35,56
Tomegbe 6 4-8 4 8 8 50,00
Typhimurium a7 2->512 4 8 >512 46,81
Subtotal 164 2->512 4 8 16 33,54
Brandenburg 6 4->512 100 100 100 83,33
Otros 6 4->512 8 32 >512 83,33
Rissen 11 4-512 8 8 16 81,82
Typhimurium 16 2->512 8 8 8 75,00
Subtotal 39 2->512 8 8 >512 79,49
TOTAL 203 2->512 4 8 16 42,36
WT<4
Gentamicina
Serovar N Rango CMI50 CMI75 CMI90 AMR (%)
4,5,12:i:- 17 <0,13-256 4 4 4 52,94
Anatum 13 1-2 2 2 2 0,00
Choleraesuis 6 2-32 2 4 32 33,33
Derby 10 0,5-4 2 2 4 20,00
Enteritidis 14 1-32 2 4 32 50,00
Mikawasima 6 1-4 2 4 4 50,00
Otros 45 0,5-4 2 4 4 31,11
Tomegbe 6 2-4 4 4 4 83,33
Typhimurium a7 <0,13-128 2 4 16 31,91
Subtotal 164 <0,13-256 2 4 4 34,76
Brandenburg 6 4-128 64 128 128 100,00
Otros 6 2-64 4 32 64 83,33
Rissen 11 1-4 4 4 4 54,55
Typhimurium 16 1-128 2 4 64 37,50
Subtotal 39 1-128 4 32 64 58,97
TOTAL 203 <0,13-256 2 4 8 39,41
WT<2
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Anexos

Apramicina
Serovar N Rango CMI50 CMI75 CMI90 AMR (%)
4,5,12:i:- 17 2-8 4 8 8 0,00
Anatum 13 2-4 4 4 4 0,00
Choleraesuis 6 4 4 4 4 0,00
Derby 10 2-512 4 4 8 10,00
Enteritidis 14 2-4 4 4 4 0,00
Mikawasima 6 2-16 4 8 16 16,67
Otros 45 2-8 4 4 8 0,00
Tomegbe 6 4-8 4 8 8 0,00
Typhimurium a7 2->512 4 4 8 6,38
Subtotal 164 2->512 4 4 8 3,05
Brandenburg 6 8->512 >512 >512 >512 83,33
Otros 6 4->512 8 >512 >512 50,00
Rissen 11 4-16 4 8 8 9,09
Typhimurium 16 4->512 4 8 >512 12,50
Subtotal 39 4->512 8 128 >512 28,21
TOTAL 203 2->512 4 4 8 7,88
WT=<8
Espectinomicina
Serovar N Rango CMI50 CMI75 CMI90 AMR (%)
4,5,12:i:- 17 32->512 64 >512 >512 29,41
Anatum 13 64-256 64 64 128 0,00
Choleraesuis 6 64->512 64 >512 >512 33,33
Derby 10 64->512 128 >512 >512 40,00
Enteritidis 14 32->512 64 64 256 7,14
Mikawasima 6 64-512 64 128 512 0,00
Otros 45 32-512 64 128 128 0,00
Tomegbe 6 32-256 32 64 256 0,00
Typhimurium a7 8->512 >512 >512 >512 57,45
Subtotal 164 8->512 64 512 >512 23,78
Brandenburg 6 >512 >512 >512 >512 100,00
Otros 6 256->512 >512 >512 >512 66,67
Rissen 11 16->512 >512 >512 >512 54,55
Typhimurium 16 >512 >512 >512 >512 100,00
Subtotal 39 16->512 >512 >512 >512 82,05
TOTAL 203 8->512 128 >512 >512 34,98
WT=<256
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Anexos

Cloranfenicol

Serovar N Rango CMI50 CMI75 CMI90 AMR (%)
4,5,12:i:- 17 2-512 4 32 32 29,41
Anatum 13 2-4 2 2 4 0,00
Choleraesuis 6 2-32 2 4 32 16,67
Derby 10 4-256 4 4 4 10,00
Enteritidis 14 2-16 4 8 16 0,00
Mikawasima 6 2-4 2 4 4 0,00
Otros 45 1-256 4 4 256 13,33
Tomegbe 6 14 2 2 4 0,00
Typhimurium 47 2->512 32 128 256 51,06
Subtotal 164 1->512 4 16 128 22,56
Brandenburg 6 64-512 256 512 512 100,00
Otros 6 4-256 4 128 256 50,00
Rissen 11 4-512 8 512 512 45,45
Typhimurium 16 8->512 256 256 >512 81,25
Subtotal 39 4->512 256 256 512 69,23
TOTAL 203 1->512 4 32 256 31,53
WT<16
Florfenicol
Serovar N Rango CMI50 CMI75 CMI90 AMR (%)
4,5,12::- 17 4-16 4 8 8 0,00
Anatum 13 4 4 4 4 0,00
Choleraesuis 6 4-8 4 8 8 0,00
Derby 10 4-128 8 8 8 10,00
Enteritidis 14 4-8 4 4 8 0,00
Mikawasima 6 4 4 4 4 0,00
Otros 45 2-8 4 4 4 0,00
Tomegbe 6 2-4 4 4 4 0,00
Typhimurium 47 2-256 8 16 32 14,89
Subtotal 164 2-256 4 8 8 4,88
Brandenburg 6 16 16 16 16 0,00
Otros 6 4-8 8 8 8 0,00
Rissen 11 4-16 8 8 8 0,00
Typhimurium 16 4-16 4 8 8 0,00
Subtotal 39 4-16 8 8 16 0,00
TOTAL 203 2-256 4 8 16 3,94
WT<16
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Anexos

Ampicilina

Serovar N Rango CMI50 CMI75 CMI90 AMR (%)
4,5,12::- 17 0,5-256 128 256 256 70,59
Anatum 13 0,5-128 2 16 64 30,77
Choleraesuis 6 2-256 64 256 256 83,33
Derby 10 0,25-256 0,5 128 256 30,00
Enteritidis 14 0,5-256 1 2 256 21,43
Mikawasima 6 0,5-64 0,5 0,5 64 16,67
Otros 45 0,25-256 0,5 1 256 17,78

Tomegbe 6 0,5-2 0,5 2 2 0,00
Typhimurium a7 0,25-256 256 256 256 87,23
Subtotal 164 0,25-256 2 256 256 46,95
Brandenburg 6 >512 >512 >512 >512 100,00
Otros 6 2->512 >512 >512 >512 83,33
Rissen 11 64->512 >512 >512 >512 100,00
Typhimurium 16 128->512 >512 >512 >512 100,00
Subtotal 39 2->512 >512 >512 >512 97,44
TOTAL 203 0,25->512 64 256 >512 56,65

WT<4
Amoxicilina

Serovar N Rango CMI50 CMI75 CMI90 AMR (%)
4,5,12:i:- 17 1->512 >512 >512 >512 70,59

Anatum 13 0,5->512 0,5 0,5 1 7,69
Choleraesuis 6 1->512 512 >512 >512 66,67
Derby 10 0,5->512 1 >512 >512 30,00
Enteritidis 14 0,5->512 1 128 >512 35,71
Mikawasima 6 0,5-512 1 2 512 16,67
Otros 45 0,5->512 0,5 1 >512 20,00

Tomegbe 6 0,5-1 0,5 1 1 0,00
Typhimurium 47 0,5->512 >512 >512 >512 87,23
Subtotal 164 0,5->512 1 >512 >512 46,34
Brandenburg 6 >512 >512 >512 >512 100,00
Otros 6 >512 >512 >512 >512 100,00
Rissen 11 0,25->512 >512 >512 >512 81,82
Typhimurium 16 8->512 >512 >512 >512 100,00
Subtotal 39 0,25->512 >512 >512 >512 94,87
TOTAL 203 0,25->512 >512 >512 >512 55,67

WT<4
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Anexos

Amoxicilina+clavulanato

Serovar N Rango CMI50 CMI75 CMI90 AMR (%)
4,5,12:i:- 17 0,5-256 32 256 256 70,59
Anatum 13 0,5-128 0,5 0,5 16 15,38
Choleraesuis 6 0,5-64 0,5 8 64 33,33
Derby 10 0,13-256 0,5 128 256 30,00
Enteritidis 14 1-64 1 8 8 28,57
Mikawasima 6 0,5-32 0,5 0,5 32 16,67
Otros 45 0,5-256 1 1 32 13,33
Tomegbe 6 0,5 0,5 0,5 0,5 0,00
Typhimurium a7 0,5-512 32 256 256 82,98
Subtotal 164 0,13-512 1 32 256 42,07
Brandenburg 6 8-64 8 64 64 100,00
Otros 6 1-64 8 8 64 83,33
Rissen 11 1-8 8 8 8 72,73
Typhimurium 16 8-64 64 64 64 100,00
Subtotal 39 1-64 8 64 64 89,74
TOTAL 203 0,13-512 8 64 256 51,23
WT<4
Cefalotina
Serovar N Rango CMI50 CMI75 CMI90 AMR (%)
4,5,12:i:- 17 1-64 4 8 16 5,88
Anatum 13 2-4 2 2 2 0,00
Choleraesuis 6 2-64 8 64 64 33,33
Derby 10 1-32 2 4 4 0,00
Enteritidis 14 2-256 2 4 16 7,14
Mikawasima 6 1-4 2 2 4 0,00
Otros 45 0,25-8 2 2 4 0,00
Tomegbe 6 1-2 2 2 2 0,00
Typhimurium a7 1-64 4 8 32 4,26
Subtotal 164 0,25-256 2 4 16 3,66
Brandenburg 6 16-32 32 32 32 0,00
Otros 6 2-32 8 16 32 0,00
Rissen 11 2-64 32 64 64 36,36
Typhimurium 16 4-32 8 8 32 0,00
Subtotal 39 2-64 16 32 64 10,26
TOTAL 203 0,25-256 4 8 32 4,93
WT<32

189



Anexos

190

Ceftiofur
Serovar N Rango CMI50 CMI75 CMI90 AMR (%)
4,5,12:i:- 17 0,5-4 1 2 2 5,88
Anatum 13 0,25-2 1 1 1 0,00
Choleraesuis 6 0,54 1 1 4 16,67
Derby 10 0,5-2 1 2 2 0,00
Enteritidis 14 0,13-1 0,5 1 1 0,00
Mikawasima 6 1-2 1 1 2 0,00
Otros 45 0,25-2 0,5 1 2 0,00
Tomegbe 6 1 1 1 1 0,00
Typhimurium a7 0,06-8 1 2 4 12,77
Subtotal 164 0,06-8 1 1 2 4,88
Brandenburg 6 1-2 1 2 2 0,00
Otros 6 0,54 1 4 4 50,00
Rissen 11 1-4 2 4 4 45,45
Typhimurium 16 0,5-16 2 4 8 31,25
Subtotal 39 0,5-16 2 4 4 33,33
TOTAL 203 0,06-16 1 2 4 10,34
WT=<2
Cefotaxima
Serovar N Rango CMI50 CMI75 CMI90 AMR (%)
4,5,12::- 17 0,131 0,13 0,13 0,25 5,88
Anatum 13 0,06-0,25 0,13 0,13 0,13 0,00
Choleraesuis 6 0,13-0,25 0,25 0,25 0,25 0,00
Derby 10 0,13-0,25 0,13 0,25 0,25 0,00
Enteritidis 14 0,06-1 0,13 0,25 1 14,29
Mikawasima 6 0,13-0,25 0,13 0,25 0,25 0,00
Otros 45 0,03-0,5 0,13 0,13 0,25 0,00
Tomegbe 6 0,13 0,13 0,13 0,13 0,00
Typhimurium 47 0,03-4 0,13 0,25 0,5 8,51
Subtotal 164 0,03-4 0,13 0,13 0,25 4,27
Brandenburg 6 0,13-0,5 0,13 0,25 0,5 0,00
Otros 6 0,06-0,25 0,13 0,25 0,25 0,00
Rissen 11 0,13-1 0,25 0,5 1 18,18
Typhimurium 16 0,13-2 2 2 2 68,75
Subtotal 39 0,06-2 0,25 1 2 33,33
TOTAL 203 0,03-4 0,13 0,25 0,5 9,85
WT<0,5




Anexos

Ceftazidima
Serovar N Rango CMI50 CMI75 CMI90 AMR (%)
4,5,12::- 17 1-4 2 2 4 11,76
Anatum 13 0,5-2 2 2 2 0,00
Choleraesuis 6 0,5-2 0,5 2 2 0,00
Derby 10 2-4 2 4 4 10,00
Enteritidis 14 0,03-1 0,5 0,5 1 0,00
Mikawasima 6 1-2 2 2 2 0,00
Otros 45 0,25-4 2 2 2 6,67
Tomegbe 6 0,06-2 0,5 2 2 0,00
Typhimurium a7 0,25-2 2 2 2 0,00
Subtotal 164 0,03-4 2 2 2 3,66
Brandenburg 6 0,5-1 1 1 1 0,00
Otros 6 0,5 0,5 0,5 0,5 0,00
Rissen 11 0,5-2 1 1 2 0,00
Typhimurium 16 0,54 0,5 1 2 6,25
Subtotal 39 0,5-4 0,5 1 2 2,56
TOTAL 203 0,03-4 2 2 2 3,45
WT<2
Cefquinoma
Serovar N Rango CMI50 CMI75 CMI90 AMR (%)
4,5,12::- 17 0,13-1 0,13 0,13 0,25 5,88
Anatum 13 0,03-0,25 0,13 0,13 0,25 0,00
Choleraesuis 6 0,03-0,5 0,25 0,5 0,5 33,33
Derby 10 0,13-0,25 0,13 0,13 0,25 0,00
Enteritidis 14 0,06-1 0,13 0,25 1 21,43
Mikawasima 6 0,13-0,25 0,13 0,25 0,25 0,00
Otros 45 0,03-2 0,13 0,25 0,5 11,11
Tomegbe 6 0,03-0,13 0,03 0,13 0,13 0,00
Typhimurium 47 0,03-4 0,25 0,25 0,5 12,77
Subtotal 164 0,03-4 0,13 0,25 0,5 10,37
Brandenburg 6 0,13-2 0,5 0,5 2 83,33
Otros 6 0,13-2 0,13 0,5 2 50,00
Rissen 11 0,13-2 0,5 1 1 90,91
Typhimurium 16 0,13-8 4 4 8 87,50
Subtotal 39 0,13-8 0,5 4 4 82,05
TOTAL 203 0,03-8 0,13 0,25 1 24,14
WT<0,25
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Anexos

Acido nalidixico

Serovar N Rango CMI50 CMI75 CMI90 AMR (%)
4,5,12::- 17 2-256 2 4 4 5,88
Anatum 13 2-4 2 2 4 0,00
Choleraesuis 6 2-32 4 4 32 16,67
Derby 10 1-4 2 2 2 0,00
Enteritidis 14 2->512 16 128 256 50,00
Mikawasima 6 2-32 2 4 32 16,67
Otros 45 1->512 2 128 256 26,67
Tomegbe 6 0,5-2 1 1 2 0,00
Typhimurium 47 1->512 2 4 256 14,89
Subtotal 164 0,5->512 2 4 128 17,68
Brandenburg 6 8-16 8 16 16 0,00
Otros 6 2-256 2 4 256 16,67
Rissen 11 2-4 2 4 4 0,00
Typhimurium 16 2-256 2 4 32 18,75
Subtotal 39 2-256 4 8 32 10,26
TOTAL 203 0,5->512 2 4 128 16,26
WT<16

Enrofloxacina

Serovar N Rango CMI50 CMI75 CMI90 AMR (%)
4,5,12::- 17 0,03-1 <0,03 <0,03 <0,03 5,88
Anatum 13 <0,03 <0,03 <0,03 <0,03 0,00
Choleraesuis 6 0,03-0,25 0,06 0,06 0,25 16,67
Derby 10 0,03-0,06 <0,03 <0,03 <0,03 0,00
Enteritidis 14 <0,03-0,5 0,06 0,25 0,25 35,71
Mikawasima 6 0,03-0,06 <0,03 0,06 0,06 0,00
Otros 45 0,03-0,5 <0,03 0,06 0,25 17,78
Tomegbe 6 <0,03 <0,03 <0,03 <0,03 0,00
Typhimurium 47 0,03-1 <0,03 <0,03 0,5 14,89
Subtotal 164 0,03-1 <0,03 <0,03 0,25 13,41
Brandenburg 6 0,06-0,13 0,13 0,13 0,13 0,00
Otros 6 0,03-0,25 0,06 0,06 0,25 16,67
Rissen 11 0,03-0,06 <0,03 <0,03 <0,03 0,00
Typhimurium 16 0,03-1 <0,03 0,06 0,13 6,25
Subtotal 39 0,03-1 <0,03 0,06 0,13 5,13
TOTAL 203 0,03-1 <0,03 0,06 0,25 11,82
WT<0,13
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Anexos

Ciprofloxacina

Serovar N Rango CMI50 CMI75 CMI90 AMR (%)
4,5,12:i:- 17 0,03-0,5 <0,03 <0,03 <0,03 5,88
Anatum 13 <0,03 <0,03 <0,03 <0,03 0,00
Choleraesuis 6 <0,03 <0,03 <0,03 <0,03 0,00
Derby 10 <0,03 <0,03 <0,03 <0,03 0,00
Enteritidis 14 0,03-0,5 <0,03 0,13 0,25 42,86
Mikawasima 6 <0,03 <0,03 <0,03 <0,03 0,00
Otros 45 0,03-0,25 <0,03 0,13 0,13 28,89
Tomegbe 6 <0,03 <0,03 <0,03 <0,03 0,00
Typhimurium a7 0,03-0,5 <0,03 <0,03 0,13 12,77
Subtotal 164 0,03-0,5 <0,03 <0,03 0,13 15,85
Brandenburg 6 0,03-0,13 <0,03 <0,03 0,13 16,67
Otros 6 0,03-0,25 <0,03 0,06 0,25 16,67
Rissen 11 <0,03 <0,03 <0,03 <0,03 0,00
Typhimurium 16 0,03-0,5 <0,03 <0,03 0,13 25,00
Subtotal 39 0,03-0,5 <0,03 <0,03 0,13 15,38
TOTAL 203 0,03-0,5 <0,03 <0,03 0,13 15,76
WT<0,064

Sulfametoxazol

Serovar N Rango CMI50 CMI75 CMI90 AMR (%)
4,5,12:i:- 17 0,25->512 >512 >512 >512 88,24
Anatum 13 0,25->512 32 32 >512 23,08
Choleraesuis 6 256->512 >512 >512 >512 83,33
Derby 10 0,13->512 >512 >512 >512 60,00
Enteritidis 14 1->512 32 64 >512 14,29
Mikawasima 6 0,13->512 32 32 >512 16,67
Otros 45 0,13->512 32 >512 >512 31,11
Tomegbe 6 16->512 >512 >512 >512 0,00
Typhimurium 47 0,13->512 >512 >512 >512 85,11
Subtotal 164 0,13->512 >512 >512 >512 52,44
Brandenburg 6 256->512 >512 >512 >512 83,33
Otros 6 >512 >512 >512 >512 100,00
Rissen 11 64->512 >512 >512 >512 90,91
Typhimurium 16 64->512 >512 >512 >512 87,50
Subtotal 39 64->512 >512 >512 >512 89,74
TOTAL 203 0,03->512 >512 >512 >512 59,61
WT<256
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Anexos

Sulfametoxazol-trimetoprim

Serovar N Rango CMI50 CMI75 CMI90 AMR (%)
4,5,12::- 17 1->512 2 >512 >512 82,35
Anatum 13 0,03->512 1 1 2 15,38
Choleraesuis 6 0,5->512 >512 >512 >512 83,33
Derby 10 1->512 2 8 8 60,00
Enteritidis 14 0,13->512 0,5 2 512 35,71
Mikawasima 6 0,13->512 1 2 >512 33,33
Otros 45 0,13->512 1 2 >512 28,89
Tomegbe 6 1->512 1 2 >512 33,33
Typhimurium a7 0,13->512 >512 >512 >512 85,11
Subtotal 164 0,13->512 2 >512 >512 54,27
Brandenburg 6 >512 >512 >512 >512 100,00
Otros 6 0,13->512 >512 >512 >512 83,33
Rissen 11 4->512 >512 >512 >512 100,00
Typhimurium 16 0,13->512 2 8 >512 56,25
Subtotal 39 0,13->512 >512 >512 >512 79,49
TOTAL 203 0,13->512 2 >512 >512 59,11
WT=<1
Trimetoprim
Serovar N Rango CMI50 CMI75 CMI90 AMR (%)
4,5,12:i:- 17 0,13->512 0,13 >512 >512 35,29
Anatum 13 0,13->512 0,13 0,25 256 15,38
Choleraesuis 6 256->512 >512 >512 >512 100,00
Derby 10 0,13->512 0,13 <0,13 >512 20,00
Enteritidis 14 0,13-128 0,25 2 8 14,29
Mikawasima 6 0,13->512 0,13 0,5 >512 16,67
Otros 45 0,13->512 0,13 0,5 >512 11,11
Tomegbe 6 <0,13 <0,13 <0,13 <0,13 0,00
Typhimurium 47 0,13->512 >512 >512 >512 55,32
Subtotal 164 0,13->512 0,25 >512 >512 30,49
Brandenburg 6 >512 >512 >512 >512 100,00
Otros 6 2->512 >512 >512 >512 83,33
Rissen 11 0,13->512 >512 >512 >512 72,73
Typhimurium 16 0,25->512 0,25 0,5 >512 25,00
Subtotal 39 0,13->512 >512 >512 >512 58,97
TOTAL 203 0,13->512 0,25 >512 >512 35,96
WT<2
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Anexos

Tetraciclina
Serovar N Rango CMI50 CMI75 CMI90 AMR (%)
4,5,12::- 17 256-512 256 256 512 100,00
Anatum 13 0,5-16 0,5 2 16 15,38
Choleraesuis 6 32-256 128 256 256 100,00
Derby 10 32-256 64 128 256 100,00
Enteritidis 14 0,5-128 1 8 16 21,43
Mikawasima 6 0,13-64 0,5 16 64 33,33
Otros 45 0,13-256 1 64 64 37,78
Tomegbe 6 0,13-16 0,5 0,5 16 16,67
Typhimurium 47 0,25-512 256 256 256 91,49
Subtotal 164 0,13-512 32 256 256 61,59
Brandenburg 6 64-256 128 128 256 100,00
Otros 6 32-128 64 128 128 100,00
Rissen 11 64-256 128 128 128 100,00
Typhimurium 16 128-512 256 512 512 100,00
Subtotal 39 32-512 128 256 512 100,00
TOTAL 203 0,13-512 64 256 256 68,97

WT=8
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Cuadro de la portada:

Luis Canelo Gutiérrez

Sin titulo, diptico — 2009

Acrilico sobre madera — 200 x 240 cm.

Reproducido con el permiso del autor.
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