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1.1. El problema de la resistencia a antibióticos 

 

La resistencia a antibióticos constituye actualmente un problema de gran impacto en salud 

pública. La sobre-utilización de antibióticos en medicina, veterinaria y en agricultura, ha 

originado un incremento continuado de fracasos en la terapia antimicrobiana debido al aumento 

en número y diversidad de microorganismos resistentes (260).  

El estudio de la resistencia a antibióticos ha estado centrado durante décadas en la 

detección de patógenos nosocomiales, como Klebsiella multi-resistentes, enterococos resistentes 

a vancomicina (VRE) y Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (MRSA). Otros 

microorganismos oportunistas multi-resistentes causantes de infecciones importantes en los 

hospitales son Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumanii, Stenotrophomonas 

maltophilia y Burkholderia cepacia. En los últimos años, las infecciones adquiridas en la 

comunidad han centrado el interés del personal médico y científico internacional debido a la 

rápida diseminación de cepas resistentes y de genes de resistencia entre humanos, y también 

entre animales y en productos alimentarios (496). Las medidas para controlar la diseminación 

de la resistencia a antibióticos propuestas en 1995 por la ASM en el clásico informe “Report of 

the ASM task force on antibiotic resistance” han resultado insuficientes ya que estaban dirigidas 

al control de sub-poblaciones resistentes en el medio hospitalario, no teniendo en cuenta la 

diseminación de elementos de resistencia transmisibles o la co-selección de diferentes genes de 

resistencia localizados en los mismos elementos o plataformas genéticas. 

Distintas organizaciones como la Organización Mundial de la Salud (WHO, 

www.who.org) o la Sociedad Americana de Microbiología (ASM, www.asm.org), entre otras, 

han seleccionado el análisis de las variaciones temporales y espaciales de las especies 

bacterianas responsables de enfermedades infecciosas en humanos como uno de los temas de 

estudio prioritarios en salud pública. En este sentido, en el año 2003 se creó un nuevo sistema 

de vigilancia, el Reservoirs of Antibiotic Resistance (ROAR) con el objetivo de conocer el 

papel de la flora comensal en la aparición y diseminación de resistencia a diferentes antibióticos 

(www.roarproject.org).  

Los nuevos retos de la resistencia a antibióticos pueden resumirse en: i) el aumento 

mundial en la prevalencia de  microorganismos multi-resistentes tanto en los hospitales como en 

la comunidad, con diferencias geográficas importantes, ii) la selección y amplificación de 

clones epidémicos y de elementos móviles de resistencia en humanos, animales o en el 

medioambiente, y iii) la aparición y diseminación de nuevos genes de resistencia de orígen 

medioambiental y de sus unidades genéticas dispersoras (502). 

Los avances en genómica y proteómica de los últimos años han permitido comprender que 

el entorno hospitalario no es un nicho ecológico aislado sino que está en constante flujo de 

intercambio genético con el medio ambiente (figura 1). Por ello, resulta necesario abordar el 

http://www.who.org/
http://www.asm.org/
http://www.roarproject.org/
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problema de la resistencia antibiótica desde una perspectiva ecológica, es decir, comprender el 

efecto medioambiental de los agentes biocidas (antibióticos, detergentes/antisépticos, metales 

pesados y sustancias orgánicas tóxicas o xenobióticas) como agentes modificadores de la 

estructura poblacional de los microorganismos, alterando la biodiversidad en distintos nichos 

ecológicos y eventualmente influyendo sobre la aceleración de los procesos adaptativos y en 

última instancia sobre la evolución de las bacterias. 

 

                

Pacientes 
hospitalizados

Animales de 
consumo

Pacientes de 
la comunidad

ANTIBIÓTICOS

Admisión

Promotores crecimiento
Profilaxis
Tratamiento

ANTIBIÓTICOS

Profilaxis

Tratamiento

Heces

Heces

Heces

Ambiente

Agua
Plantas

Alimentos

 

Figura 1. Microorganismos y el ambiente. El uso de antibióticos y sus principales 
reservorios: humanos (pacientes hospitalizados y de la comunidad), animales y el medio 
ambiente exterior. 

 

1.2. Ecología y estructura poblacional de Enterobacteriaceae 

 

Los miembros de la familia Enterobacteriaceae son microorganismos ubicuos, asociados 

al tracto gastrointestinal de humanos y animales, y muchas de sus especies, a diversos nichos 

ecológicos como plantas, suelo y agua. Estas bacterias Gram-negativas son patógenos humanos 

oportunistas relacionados con infecciones de adquisición nosocomial y comunitaria (304).  

Los microorganismos pertenecientes a los géneros Escherichia, Salmonella, Shigella y 

Yersinia están frecuentemente asociados a infecciones intestinales y son considerados patógenos 

entéricos (497). Las especies Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Klebsiella oxytoca, 

Proteus mirabilis, Enterobacter spp., Citrobacter spp. o Serratia marcenscens son responsables 

también de infecciones extraintestinales, principalmente septicemias o infecciones del tracto 

urinario y del tracto respiratorio (160). 
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Las dos especies más estudiadas son E. coli y K. pneumoniae, siendo E. coli el patógeno 

oportunista causante de infecciones extraintestinales en pacientes hospitalizados o de la 

comunidad aislado con mayor frecuencia. El análisis de los perfiles enzimáticos por la técnica 

de multilocus enzyme electrophoresis (MLEE) ha permitido subdividir las poblaciones de E. 

coli en 4 grupos filogenéticos y sus correspondientes sub-grupos: A (A0, A1), B1, B2 (B22, B23) 

y D (D1, D2) (84, 138, 192, 325). Se ha sugerido una relación entre filogenia y patogénesis 

debido a que la mayoría de las cepas virulentas responsables de infecciones extra-intestinales se 

asocian con los grupos D y B2, mientras que las cepas comensales pertenecen generalmente a 

los filogrupos A y B1 (84, 131, 212, 363). Algunos estudios han descrito la influencia de 

factores medioambientales como la zona geográfica, el clima o el hospedador (raza, edad o 

sexo) en la distribución de determinados genotipos de E. coli, lo cual podría reflejar la 

adaptación de las poblaciones de E. coli a distintos nichos ecológicos dando lugar a distintos 

ecotipos (88, 138, 168, 171, 436, 437). Aunque  la diversidad y la evolución en esta especie 

están influenciadas por fenómenos de recombinación homóloga directamente relacionados con 

la adquisición de distintos genes implicados en virulencia (434, 437, 495), los estudios clásicos 

indican que E.coli posee globalmente una estructura poblacional clonal (82, 434).  

La expansión geográfica y ecológica de diferentes clones o complejos clonales de E. coli 

de distintos grupos filogenéticos ha sido documentada en distintos estudios (10, 367, 493). 

Algunos ejemplos representativos son el clon correspondiente a la secuencia tipo ST131 

responsable de infecciones urinarias y el clon VIII serotipo O81 colonizador específico del 

tracto gastrointestinal humano pertenecientes al filogrupo B2; los aislados uropatógenos del 

complejo clonal ST69 del filogrupo D; el complejo clonal ST10 del filogrupo A ampliamente 

diseminado en humanos y animales y los aislados productores de hyaluronidasa del grupo 

filogenético B1 asociados a animales (94, 109a, 138a, 209, 241a, 272, 467). Otras especies 

frecuentemente implicadas en infecciones nosocomiales como Enterobacter spp. o K. 

pneumoniae han sido asociadas a brotes epidémicos causados por clones persistentes y 

resistentes a múltiples antibióticos (48, 95, 117). K. pneumoniae se ha subdividido en 3 grupos 

distintos (KpI, KpII y KpIII), siendo KpI el más frecuentemente asociado a infecciones 

nosocomiales en humanos y en animales (58, 59).  Los aislados resistentes de Klebsiella suelen 

exhibir una gran variabilidad genética (distintos STs), pese a que las secuencias tipo ST14 y 

ST15 han sido identificadas en aislados de distintos países (122).  

Una parte de la diversidad observada en las bacterias patógenas parece ser debida a la 

adquisición de determinantes genéticos por transmisión horizontal (326, 484a, 495). La 

selección de algunos clones actualmente muy distribuídos en diferentes compartimentos o zonas 

geográficas puede haber ocurrido debido a la adquisición de factores de virulencia-colonización 

o determinantes de resistencia a antibióticos (53, 138, 211, 212, 451).  
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1.3. Elementos de transferencia horizontal en Enterobacteriaceae 

 

La transferencia horizontal parece tener un papel crucial en la adaptación bacteriana a 

nichos ecológicos específicos y en la diseminación y la persistencia de la resistencia a 

antibióticos entre miembros de la familia Enterobacteriaceae (30, 148). La estructura modular 

de los elementos de transferencia horizontal favorece el intercambio entre distintos elementos 

genéticos, dotando de una gran plasticidad a las poblaciones bacterianas (335, 463). 

Recientemente se ha sugerido que la transferencia horizontal está más favorecida por la 

proximidad entre microorganismos que comparten características genéticas como el tamaño del 

genoma o su contenido en G+C que por su proximidad filogenética (204). Estos grupos 

bacterianos que intercambian material genético de forma preferencial son denominados 

“comunidades de intercambio genético” (“exchange communities”) 

A continuación, se analizan  los principales elementos genéticos móviles asociados a la 

diseminación de la resistencia a antibióticos en Enterobacteriaceae.  

 

1.3.1. Plásmidos 

Los plásmidos que confieren resistencia a antibióticos fueron descritos inicialmente en 

1963 por Mitsuhashi Watanabe y correspondían a aislados multiresistentes de Shigella flexneri 

que habían sido identificados en Japón a principios de la década de 1950, demostrándose poco 

después su transmisibilidad entre bacterias (454, 486). Años más tarde, Hughes y Datta 

identificaron la presencia de plásmidos conjugativos en una colección de cepas clínicas de 

enterobacterias aisladas en la era “pre-antibiótica” (1917-1954) y denominada “colección de 

Murray” y sugirieron que la diseminación de los genes de resistencia estaba favorecida por su 

localización en plásmidos correspondientes a los mismos tipos que los identificados con 

anterioridad a la introducción de los antibióticos en el arsenal terapéutico (114, 199).  

Los plásmidos se componen de una región constante que contiene los genes responsables 

de funciones esenciales como la replicación, el mantenimiento y la transferencia, y una región 

variable donde se localizan los genes responsables de funciones adaptativas (resistencia a 

antibióticos, factores de virulencia, o producción de bacteriocinas) (figura 2, 333, 454, 458).  

La clasificación de los plásmidos se ha realizado en base a diferentes criterios, como el 

número de copias, el rango de hospedador, el grupo de incompatibilidad, y su capacidad de 

transferencia entre células. Esta última característica permite diferenciar estos elementos en 

plásmidos conjugativos y plásmidos movilizables (99, 146, 157, 324, 454).  
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Figura 2. La estructura de los plásmidos (adaptada de la referencia 333).  

 

1.3.1.1. Plásmidos conjugativos 

Los plásmidos fueron inicialmente clasificados en los años 60 en base a la presencia de 

marcadores fenotípicos como la resistencia a antibióticos o la producción de bacteriocinas, 

diferenciándose poco después en plásmidos F+ y plásmidos F- según la capacidad de 

transferencia de un plásmido F en presencia de lo que llamaron factor F.  En 1969, Meynell y 

Datta observaron una correlación entre el “status F” y el pili que producían diferenciando los 

plásmidos en tipo F (plásmidos fi+) y tipo I (fi-). La diferenciación basada en fi(+) y fi(-) o 

familias F e I se hizo pronto insuficiente ya que algunos de los plásmidos identificados en años 

posteriores no se ajustaban a estas características, lo que indujo a utilizar otros criterios de 

clasificación basados en propiedades universales como la replicación (454). A principios de los 

años 70, Datta y Hegdes desarrollaron un esquema de clasificación de plásmidos de 

enterobacterias basado en la incompatibilidad o en la presencia de elementos comunes 

implicados en la replicación y/ó partición o de control del número de copias (113, 324). Los 

plásmidos que pertenecen al mismo grupo de incompatibilidad (Inc) no pueden coexistir en la 

misma célula al compartir los mismos mecanismos de replicación (excepto en caso de 

recombinación, en el que sólo actúa un mecanismo dominante) (454). Los plásmidos 

conjugativos que formaron parte de la Colección Nacional de Cepas Tipo de Gran Bretaña  

(Plasmid Section of National Collection of Type Cultures) custodiados por Naomi Datta de 1960 

a 1982 fueron clasificados en 21 grupos de incompatibilidad designados por letras mayúsculas 

B, C, D, FI, FII, FIII, FIV, FV, FVI, HI1, HI2, I1-Iγ, L/M, N, P, W, T, A/C, K, B /O, X (tabla 

1). La caracterización de los grupos Inc se realiza actualmente por sistemas de tipaje basados en 

la identificación de secuencias de la región del control de replicación por PCR o hibridación con 
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sondas específicas: ori (origen de replicación), cop/inc (control de inicio de replicación) y rep 

(replicación y control) (77, 99). 

Los plásmidos conjugativos se subdividen en dos grandes grupos según el mecanismo de 

control de replicación. Un grupo está formado por aquellos elementos en los cuales el 

reconocimiento del sitio ori se hace a través de la ligación de la proteína Rep a iterones 

(secuencias repetidas de ADN) e incluye pPS10 de Pseudomonas, pRK2 (prototipo del grupo 

IncP en Enterobacteriaceae) o R27 y R478 (prototipos de los grupos IncHI1 e IncHI2, 

respectivamente) (313, 316, 339, 341). Otro grupo está representado por los plásmidos cuyo 

control de replicación se realiza negativamente (“control antisense”), es decir, a partir de una 

molécula de ARN “antisense” (copA) que inhibe la síntesis de RepA. A este grupo pertenecen 

los plásmidos de la familia repFIIA a la que pertenecen los grupos IncFII (cuyo prototipo es el 

plásmido R100), IncFIC, IncZ y los plásmidos del complejo IncI (IncB/O, IncK, IncI1 e 

IncL/M) (11, 183, 359, 381).  

La existencia de plásmidos con múltiples replicones parece ser frecuente y característico 

de determinados grupos Inc, como IncF e IncHI (33, 164, 423). Las variaciones en las 

secuencias de copA mediadas por recombinación homóloga (secuencias Chi) originan 

replicones mosaico y parecen determinar la evolución hacia nuevos grupos de incompatibilidad, 

como ocurre con los plásmidos de las familias IncFII e IncI (223, 334). Por otra parte, la 

evolución de los plásmidos está  influenciada por eventos de recombinación homóloga y por el 

intercambio genético de ADN de diferentes orígenes mediado por los elementos de 

transferencia horizontal que origina la formación de estructuras mosaico (51, 335, 391).  

La persistencia y evolución de estos elementos están favorecidas por la presencia de genes 

que confieren resistencia a diversas familias de antibióticos (β-lactámicos, quinolonas, 

tetraciclinas, aminoglucosidos u otros), a metales pesados (mercurio, arsénico o plata) y/ó genes 

que codifican la producción de factores de virulencia. Los plásmidos conjugativos relacionados 

con la resistencia a antibióticos más comunes pertencecen a grupos de espectro reducido 

(IncFII, IncHI2 o IncI1) y amplio espectro de huésped (IncP, IncN, o IncA/C) (79, 197, 454).  

El mantenimiento de los plásmidos en las poblaciones bacterianas está influenciado por su 

eficiente dispersión, por sistemas de mantenimiento específicos como los sistemas de partición 

activa (par), los sistemas de restricción-modificación (RM) o los sistemas toxina-antitoxina 

(TA) conocidos también como sistemas de muerte post-segregacional (post-segregational 

killing, PSK) que aseguran la muerte de la célula que segrega el plásmido que contiene, o por 

posibles interacciones específicas con los hospedadores (55, 124, 185, 188, 424). Sin embargo, 

gran parte de lo que se conoce sobre la adaptación de algunos plásmidos a hospedadores 

específicos está basado en modelos teóricos (34, 125, 189).  
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1.3.1.2. Plásmidos no conjugativos 

Los plásmidos movilizables son plásmidos pequeños con un alto número de copias, cuya 

región constante está constituída por una región mob (necesaria para la movilización) y una 

región ori (origen de replicación). Su transmisibilidad depende de la presencia de un módulo de 

conjugación de otro elemento genético. Francia y col han propuesto un esquema de clasificación 

de estos plásmidos basado en las diferencias de sus relaxasas, proteínas esenciales para el inicio 

de la transferencia del ADN tanto en plásmidos conjugativos como en plásmidos movilizables 

(146). Los plásmidos movilizables han contribuído también a la diseminación de genes de 

resistencia y virulencia (208, 253, 292, 398).Los tipos más emblemáticos son los plásmidos Col 

y los IncQ (432, 389, 419).    

Los plásmidos Col se caracterizan por la producción de colicinas, exoproteínas tóxicas 

(bacteriocinas) producidas por algunos miembros de Enterobacteriaceae, principalmente E. coli 

(432). Su prototipo es el grupo ColE formado por plásmidos de espectro restringido con un 

sistema de control de replicación similar al de la familia repFIIA, paradigma de los plásmidos 

conjugativos de enterobacterias. Algunos genes blaBLEE han sido localizados en este tipo de 

elementos como es el caso de blaCTX-M-17 (75).   

Los plásmidos IncQ, cuyo prototipo es el plásmido RSF1010, se caracterizan por su  amplio 

espectro de hospedador, que incluye bacterias gram-positivas, gram-negativas y Archaea (389, 

419). Se transfieren eficientemente entre células con la ayuda de plásmidos de distintos grupos 

de incompatibilidad como IncI, IncM, IncX y sobre todo IncP. Algunos están implicados en 

fenómenos de retrotransferencia mediada por plásmidos de tipo IncP-1 (pQKH54) (179), lo cual 

refleja su importancia en la diseminación de genes de resistencia a antibióticos entre distintos 

huéspedes bacterianos. 
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1.3.2.  Transposones 

Se han definido cuatro clases de transposones en enterobacterias en base a sus diferencias 

estructurales y su mecanismo de transposición: 1) transposones compuestos o transposones de 

clase I, 2) transposones de clase II, 3) transposones de la familia Tn5090-Tn7 y 4) transposones 

conjugativos, siendo las tres primeras clases las que se encuentran con mayor frecuencia en 

Enterobacteriaceae. En esta sección se revisarán las principales características de cada uno de 

los tipos de transposones así como las de las secuencias de inserción que forman parte de 

transposones (actuando directamente en la transposición) y de otros elementos como plásmidos 

e integrones (favoreciendo procesos de recombinación homóloga).  

 

1.3.2.1. Secuencias de inserción 

Las Secuencias de Inserción (IS) están constituídas por secuencias cortas de ADN que 

codifican la síntesis de una transposasa responsable de la transposición (figura 3). Actualmente 

se han descrito más de 800 ISs correspondientes a 86 géneros bacterianos representativos de 

196 especies de eubacterias y archaeae.  

Las IS están implicadas en distintos mecanismos de transposición. El análisis funcional y 

bioinformático de estas enzimas ha permitido diferenciarlas en varias categorías. El grupo 

mayoritario se caracteriza por poseer una secuencia aminoacídica conservada de tipo DDE e 

incluye IS10, IS550, IS911 y las transposasas del bacteriófago Mu y de Tn7 (269). Otro grupo 

muestra similitud con enzimas asociadas a replicones que utilizan un mecanismo de replicación 

de círculo rodante como IS91 y ISCR1 (rolling circle replication, RCR) (158, 460). Las de la 

familia IS110, a la cual pertenecen ISEcP1, IS1111, e IS5075 parecen ser recombinasas sítio-

específicas mientras que los sitios activos para IS1 o IS66, IS200 e IS605 no han sido 

identificados (269).  

        

                
Figura 3. Representación esquemática de una secuencia de inserción (IS). 
DR= secuencia repetida directa; IR= secuencia repetida invertida.  

 

La información depositada en la base de datos ISfinder (http://www-

is.biotoul.fr/is.html) demuestra la gran diversidad de ISs, su distribución y ubicuidad en 

plásmidos y genomas ya secuenciados. Actuando como secuencias homólogas repetitivas, estos 

elementos están implicados en delecciones, inversiones o reorganizaciones del genoma 

Transposasa 

Secuencia de Inserción 

IR IR 

DR DR 

http://www-is.biotoul.fr/is.html
http://www-is.biotoul.fr/is.html


Capítulo 1 - Introducción 

17 
 

Transposones compuestos

Secuencias de inserción

Transposones de clase II

bacteriano que tienen un gran efecto en su ensamblaje y en la clusterización de genes con 

funciones adaptativas como resistencia a antibióticos, virulencia o funciones catabólicas (30, 

270). Además han sido relacionados con eventos de movilización de genes y transposones como 

Tn21 (IS4321, IS5075) y expresión de genes de resistencia que incluyen genes blaCTX-M (IS1, 

ISEcP1, ISCR1) y genes blaSHV del cromosoma de K. pneumoniae (IS26) entre otros (121, 132, 

139, 144, 239, 241, 343, 372, 375, 460).  

 

1.3.2.2. Transposones de clase I 

Los transposones de clase I o los transposones compuestos consisten en dos copias de una 

secuencia de inserción (IS) con la misma o distinta orientación, que flanquean un número 

variable de genes con diferentes funciones principalmente resistencia a antibióticos o funciones 

catabólicas y que contribuyen a la transposición (32). La movilidad de estos elementos también 

está relacionada con su asociación a fagos o a plásmidos conjugativos, donde estos transposones 

se encuentran (335, 463). 

 Los ejemplos más representativos de transposones de clase I en Enterobacteriaceae son 

Tn5 (IS50, kan) y Tn1525 (IS15, kan) que confieren resistencia a kanamicina y Tn10 (IS10, tet) 

que confiere resistencia a tetraciclina (243, 309, 423). Recientemente, han sido también 

asociados a la diseminación de los genes blaPER-1 (IS1387) y blaOXA-48 (IS1999). Estos 

transposones compuestos se encuentran frecuentemente formando parte de estructuras más 

complejas que contienen transposones de clase II como Tn21 (Tn1525) o Tn5393 (IS1387-

blaPER-1-IS1387) en diferentes especies de microorganismos Gram negativos (figura 4, 12, 90, 

236, 274).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 4. Representación esquemática de ejemplos clásicos de transposones compuestos y de 
transposones de clase II.  
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1.3.2.3. Transposones de clase II  

Los transposones de clase II, los más prevalentes en Enterobacteriaceae, se caracterizan 

por la presencia de genes que codifican una transposasa y una resolvasa, y un segmento de ADN 

variable, todo ello flanqueado por dos IR (inverted repeat). Dentro de este grupo, se han 

definido dos sub-grupos dependiendo de la orientación de la transposasa (tnpA) y resolvasa 

(tnpR): i) los derivados de Tn3 (en los cuales transposasa y resolvasa se transcriben en dirección 

opuesta) y ii) los derivados de Tn21 (en los cuales esos genes se transcriben en la misma 

dirección) (173, 256).  

Los transposones tipo Tn3 constituyen un grupo heterogéneo ampliamente diseminado en 

bacterias Gram negativas y Gram positivas de origen diverso (humano, animal y 

medioambiental) cuyo máximo representante es Tn3 (173). Los transposones de este grupo son 

responsables de la diseminación de diferentes variantes de tipo blaTEM (blaTEM-1, blaTEM-2, 

blaTEM-3, blaTEM-52 o blaTEM-135). Otros derivados de Tn3 están asociados a tranposones de clase I 

o integrones que contienen otras β-lactamasas como blaPER-1 y blaVIM-2, respectivamente, dando 

lugar a fenotipos de multiresistencia (345, 350, 488). Son los casos de las islas genéticas 

formadas por Tn5393d (strA-strB, aphA6b) y blaPER-1 resistentes a β-lactámicos, estreptomicina 

y aminoglucósidos, y la integrada por blaVIM-2 , blaTEM-1, blaOXA-9, aadA1 y aacA4 en Tn1332, 

que confiere resistencia a β-lactámicos y aminoglucósidos (274, 374). En general, la 

identificación de plataformas modulares complejas que incluyen transposones de distintas 

clases/subgrupos (Tn3, Tn1721, Tn21, Tn1696, Tn5393), e integrones parece ser un fenómeno 

frecuente que ha influenciado la evolución de los plásmidos de distintos grupos de 

incompatibilidad como IncFII, IncW o IncHI2 (265, 322, 344, 350, 391, 444).  

Los transposones mercuriales son derivados de Tn3 muy diseminados en la naturaleza en 

un amplio rango de bacterias gram negativas y gram positivas, cuya evolución está influenciada 

por fenómenos de transferencia horizontal y de recombinación homóloga (43, 336). Se 

caracterizan por conferir resistencia a mercurio debido a la presencia de un operon mer que 

permite detoxificar este metal. Se han identificado distintas familias de transposones 

mercuriales como Tn501, Tn5036, Tn5061, Tn5062 y Tn5039, Tn5044 y Tn5070 (226, 256, 

294, 295, 508). Otros transposones mercuriales pertenecientes a líneas evolutivas diferentes son 

Tn5053 (cuyo módulo de transposición es similar al de Tn402), Tn5041 y Tn5042 (227, 228, 

293, 295). El éxito de los elementos de este grupo en bacterias de relevancia clínica ha sido 

atribuído a la adquisición de integrones y transposones como se ha mencionado anteriormente 

(256, 344). Esas estructuras mosaico constituyen elementos con una gran plasticidad, estando su 

evolución determinada por eventos de recombinación homóloga o sitio-específica y por eventos 

de transferencia horizontal, originando ocasionalmente la formación de transposones 

recombinantes (294, 322, 344, 508). 
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1.3.2.4. Transposones de la familia Tn5090-Tn7 

Esta familia engloba el transposon mercurial Tn5090, los transposones asociados a 

integrones de clase 1 (Tn402), y de clase 2 (Tn7) descritos en bacterias Gram negativas,  Tn552 

de Stpphylococcus aureus y el fago Mu (228a). Su módulo de transposición está formado por 

cuatro proteínas (TniABQR en Tn402 y Tn5053 o TniABCD en Tn7). Se caracterizan por un 

mecanismo de  transposición replicativa en dos pasos que incluye la formación de cointegrados 

y su resolución en un sitio res. Se diferencian de los transposones  Tn3 en que la formación de 

cointegrados requiere la acción de varios genes en lugar de uno solo (228a).  

 

1.3.2.5. Transposones conjugativos 

Los transposones conjugativos (CTn) engloban elementos genéticos muy diversos que 

también se conocen como “elementos integrativos-conjugativos” (integrative and conjugative 

elements, ICEs) o “elementos conjugativos-autotransmisibles-integrativos” (conjugal, self-

transmissible, integrating elements, CONSTINs), que describen su capacidad de auto-

transferencia e integración en el cromosoma bacteriano y menos frecuentemente, en plásmidos 

(para revisión consultar 64, 65, 66, 301, 413). Los CTn han sido implicados en la diseminación 

de resistencia a antibióticos, principalmente tetraciclina y macrólidos. Se han identificado en 

una gran variedad de microorganismos Gram positivos y Gram negativos aunque su frecuencia 

es mucho mayor entre los primeros.  

El representante más emblemático de este grupo es Tn916 (confiere resistencia a 

tetraciclina), inicialmente identificado en Enterococcus faecalis y posteriormente en 

Enterobacteriaceae y Pseudomonas (394). Los CTn son menos frecuentes en enterobacterias 

aunque han sido estudiados detalladamente por sus implicaciones epidemiológicas como es el 

caso de SXT de Vibrio cholerae y también de R391 de Providencia rettgeri o R997 de P. 

mirabilis identificados en Suráfrica en 1967, y los cuales fueron inicial y erróneamente 

clasificados como plásmidos IncJ (27, 28, 44, 63, 335). El elemento SXT contiene diversos 

determinantes de resistencia a antibióticos o a metales y se ha identificado en bacterias de 

orígen clínico y medioambiental de varias áreas geográficas, especialmente en el sudeste de 

Asia (tabla 2, 64, 66). Otros CTn incluyen genes adaptativos, como la capacidad de utilizar la 

sacarosa (Ctnscr94, detectado en Salmonella enterica Senftenberg) o de degradar compuestos 

aromáticos (Tn4371 descrito en Ralstonia sp o bph-sal detectado en Pseudomonas putida) 

(tabla 2, 195, 290, 317). Finalmente, se han descrito CTns en bacterias gram negativas 

anaerobias, especialmente Bacteroides spp., siendo los ejemplos más reprentativos CtnDOT o 

TCrERL que confieren resistencia a tetraciclina y eritromicina y que también se encuentran 

ampliamente diseminados (492). 
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Las islas de patogenicidad son consideradas ICEs defectivos debido a la pérdida de la 

capacidad de movilización, salvo algunas excepciones como la SGI1 de Salmonella (127, 254). 

Se han descrito diferentes islas de patogenicidad en enterobacterias que incluyen SGI1 y SGI2 

de Salmonella, ICEkp1 de K. pneumoniae, ICEEc1 de E. coli y HPI de Yersinia (127, 258, 421, 

420). Los ICEs comparten normalmente los mismos sitios de integración, lo que aumenta la 

variabilidad de los mismos, bien entre bacterias de la misma o de distinta especie (64). La 

estructura modular de estos elementos facilita la adquisición y/ó intercambio de módulos entre 

diferentes tipos y favorece la adaptación a distintos nichos ecológicos de los miembros de 

Enterobacteriaceae (258, 335, 355, 395, 463). 

La amplia distribución de este tipo de estructuras, como SXT en V. cholerae, CtnDOT en 

Bacteroides spp. y las islas de patogenicidad SGI1 y SGI2 en Salmonella spp., han contribuído 

a la diseminación de complejos clonales específicos en determinadas áreas geográficas (161, 

196). Debido a la influencia que han ejercido sobre la selección de diferentes microorganismos 

se conocen también como islas de epidemicidad.  

Se han descrito otros tipos de transposones, como los transposones movilizables (MTns), 

que contienen un sitio oriT y genes mob, y cuya movilización se realiza mediada por un 

plásmido conjugativo presente en la misma célula. Estos elementos son especialmente comunes 

en Bacteroides sp. (335). 
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Tabla 2.  Distribución y diversidad de transposones conjugativos y movilizables en bacterias 

Gram negativas. 

 

aAp=ampicilina; Cm=cloranfenicol; Ff=fluorfenicol; Hg=mercurio; Km=kanamicina; 
Sm=estreptomicina; Su=sulfametoxazole; Tc=tetraciclina; Tm= trimetoprim. 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

Nombre Hospedador 
Tamaño 

(kb) 
Fenotipoa Referencia 

A. Elementos Integrativos y Conjugativos (ICEs) 

CTnscr94 S. enterica senftenberg 100 utilización sacarosa 195 

HPI 

Yersinia spp., E. coli, 

Klebsiella spp., Citrobacter 

diversus 

35-45 biosíntesis sideróforo 

62 

 420 

 15  

ICEEc1 E. coli 35 biosíntesis sideróforo 421 

ICEKp1 K. pneumoniae 76 
biosíntesis sideróforo 

viscosidad del moco 
258 

SPI-7 S. enterica Typhi 134 antígeno Vi (cápsula) 364  

SXT V. cholerae 100 SuR TmR CmR SmR 27 

pJY1 V. cholerae NI SuR CmR SmR 506 

R391 P. rettgeri 89 KmR HgR 44 

R997 P. mirabilis 85 ApR SmR SuR  354 

B. Elementos Integrativos y Movilizables (IMEs) 

SGI1 
S. enterica 

P. mirabilis 
43 

ApR, CmR, FfR SmR, 

SuR, TcR 

127 

2 
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1.3.3. Integrones  

Los integrones son sistemas de recombinación sitio-específica, a través del cual ocurre el 

reconocimiento, la captura, y la expresión de casetes o gene cassettes, elementos móviles que 

consisten en un gen carente de promotor (típicamente de resistencia a antibióticos o 

desinfectantes) y un sitio de recombinación específico denominado attC o elemento de 59 pb, 

(141, 182, 390). Los integrones se componen de tres elementos esenciales localizados en una 

región conservada denominada “5’-conserved region” (5’-CS): i) el gen int que codifica para 

una integrasa de la familia de las tirosina-recombinasas, ii) un sitio primario de recombinación 

(attI) y iii) un promotor (Pc), que asegura la expresión de los genes cassettes. Algunos tipos de 

integrones presentan una región 3’CS (3’-conserved region), constituída por un gen de 

resistencia a compuestos de amonio cuaternario (qacE∆1), un gen de resistencia a sulfamidas 

(sul1) y una secuencia de función desconocida (orf5) (figura 5, 141). Una gran variedad de gene 

cassettes ha sido descrita. Su localización y su número dentro de los integrones es muy variable 

debido a delecciones, reorganizaciones o inserciones (figura 5, 141, 409). Los integrones no 

están dotados de movilidad, sino que se asocian a secuencias de inserción, transposones y/o 

plásmidos conjugativos, que permiten su transmisión intra e intercelularmente (256, 286, 446). 

Se han identificado cinco clases de integrones asociadas a la diseminación de genes de 

resistencia en Enterobacteriaceae, que difieren entre sí en las secuencias de sus integrasas 

(409). Los integrones de clase 1 son los más frecuentemente encontrados en bacterias resistentes 

a antibióticos en el ámbito intra y extrahospitalario, son derivados defectivos de Tn402 

que están asociados frecuentemente  a disitintos transposones de la familia Tn3 (Tn21, Tn1, 

Tn3) (141, 286). Los integrones de clase 2 están relacionados exclusivamente con la familia Tn7 

(387, 446). Los integrones de clase 3 son similares a los de clase 2 y están asociados a 

transposones en plásmidos conjugativos (91, 98). Los integrones de clase 4 son componentes 

del elemento SXT encontrado en V. cholerae, que contiene genes que confieren resistencia a 

sulfametoxazol, trimetoprim y estreptomicina (196). Los integrones de clase 5 se han 

identificado en un transposón compuesto localizado en un plásmido de Vibrio salmonicida 

(número de acceso Genbank accession number AJ277063).  
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Figura 5. Representación esquemática de un integrón. Estas estructuras se 
componen de dos regiones conservadas (extremos 5’CS y 3’CS). IntI1 

representa el gen de la integrasa, qacE∆1 y sul1 genes que confieren resistencia 
a compuestos de amonio cuaternario y sulfamidas respectivamente y orf5 tiene 
función desconocida. La región variable puede contener distintos gene cassettes. 
Pc representa el promotor que dirige la expresión de estos genes.  

 

 

 

       

intI1 tniR       tniQ           tniB         tniA

5’CS Módulo Tni

In2 (Tn21)

qacE∆1∆1∆1∆1 sul1    orf5

In4 (Tn1696)

In6

Tn402 (In16)

5’CS Tni∆∆∆∆3’CS IS1326 IS1353

qacE∆1∆1∆1∆1 sul1    orf5

5’CS Tni∆∆∆∆3’CS IS1326

In0 (Tn21)

qacE∆1∆1∆1∆1 sul1    orf5

5’CS Tni∆∆∆∆23’CS IS1326

In5

qacE∆1∆1∆1∆1 sul1    orf5   orf6

5’CS 3’CS IS6100

qacE∆1∆1∆1∆1 sul1    orf5

5’CS 3’CS23’CS ISCR1

qacE∆1∆1∆1∆1 sul1    orf5

Tni∆∆∆∆

 
Figura 6. Integrones de clase 1 derivados de Tn402. Representación de distintos tipos de integrones de 
clase 1 derivados de Tn402, que difieren en el contenido de diferentes secuencias de inserción (IS1326, 
IS1353, IS6100, ISCR1). La flecha verde representa la inserción de ISs, mientras las flechas grises indican 
la inserción de gene cassettes. Adaptado de Partridge y col., 2001. 
 

 

Pc 

IntI1 sul1 qacE∆1 orf5 

zona variable 

Casetes R 

extremo 5’ conservado extremo 3’ conservado 

∆IS6100 
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Los integrones más frecuentes son los de clase 1, diseminados ampliamente entre las 

especies de la familia Enterobacteriaceae (7, 141, 251, 252, 280), V. cholerae y P. aeruginosa 

(175, 426,) y menos frecuentemente, en bacterias Gram positivas (310, 503). 

Los integrones de clase 1 son derivados defectivos de Tn402 que pueden clasificarse según 

la presencia y tipo de secuencias de inserción localizadas en el extremo terminal de la región 

3’CS, truncando el módulo tni (IS1326 y/ó IS1353 se asocian con la línea del In0-In2-In5-In31 

e IS6100 con la línea del In4) (figura 6, 61, 347). Estos derivados de Tn402 están 

frecuentemente relacionados con transposones mercuriales de distintos tipos según la especie 

implicada, Tn21/Tn1696 en enterobacterias y Tn501/Tn5051 en Pseudomonas (346, 461). 

Algunos genes bla están localizados en integrones bien como gene cassettes dentro de su parte 

variable 5’CS-3’CS (blaVIM-2, blaVEB, blaIMP, blaOXA) o como genes asociados río abajo a ISCR1 

(blaCTX-M-9, blaCTX-M-2) de integrones que se caracterizan por una duplicación de la región 3’-CS 

y una región que incluye ISCR1 (inicialmente conocida como orf513 o CR1, conserved region). 

Algunos de estos integrones inusuales con ISCR1 son In6, In7, In8, In60 e In35 (8, 151, 237, 

267, 306, 410, 442, 471, 475).  

La variabilidad de los gene cassettes que componen los integrones (implicados en  

resistencia a antibióticos, virulencia o funciones metabólicas) y de las estructuras dónde se 

localizan indica que estos elementos, que parecen haber tenido orígen en los superintegrones, 

contribuyen a la flexibilidad del genoma y a la adaptabilidad bacteriana (141, 142, 286, 409). 

Algunos estudios han demostrado la estabilidad y persistencia de integrones a lo largo del 

tiempo, indicando que deben estar sometidas a selección positiva (266, 280). 

 

1.4. Resistencia a antibióticos en Enterobacteriaceae 

 

La aparición y rápida diseminación de resistencia a agentes biocidas (agentes 

antimicrobianos, detergentes y antisépticos) entre los aislados de la familia Enterobacteriaceae 

de orígen humano y animal en las últimas décadas ha originado la aparición de cepas resistentes 

a la mayoría de los fármacos disponibles, limitando las opciones terapéuticas para el tratamiento 

de las infecciones graves causadas por estos microorganismos (149, 260, 261). Los fenotipos de 

resistencia a diferentes familias de antibióticos reflejan la presencia de diferentes genes, 

frecuentemente localizados en elementos genéticos comunes (335, 351, 352).  
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1.4.1. Resistencia a antibióticos β-lactámicos 

Desde su introducción en la práctica clínica en 1940, los antibióticos β-lactámicos 

representan los agentes antimicrobianos más utilizados tanto en el ámbito intra- como 

extrahospitalario (3, 20). Esta clase de antibióticos incluye las penicilinas, las cefalosporinas, 

los carbapénemicos y los monobactámicos, que se caracterizan por la presencia de un anillo β-

lactámico en su estructura, que inhibe la transpeptidasa bacteriana, conocida también como PBP 

(penicillin binding protein) que participa en la síntesis de peptidoglucano, necesario para la 

formación de la pared celular (282). Han sido descritos diversos mecanismos de resistencia a 

este grupo de antibióticos (alteraciones de porina, sistemas de eflujo, alteraciones en las PBP 

y/ó producción de enzimas capaces de degradar el antibiótico), siendo el más común la 

producción de enzimas conocidas como β-lactamasas (288, 380, 457). La producción de 

penicilinasa se detectó por primera vez en Staphylococcus aureus y las cepas resistentes se 

diseminaron muy rápidamente. Algo análogo ocurrió con la β-lactamasa TEM-1 en bacterias 

Gram-negativas, que se diseminó rápidamente en E. coli o Haemophilus influenzae, 

constituyendo actualmente el mecanismo de resistencia más importante en bacterias Gram-

negativas, donde se encuentra altamente diversificada y ampliamente distribuída (1, 143, 262, 

351, 352).   

Se han propuesto diferentes esquemas de clasificación de β-lactamasas en función de la 

estructura molecular y de la función de la proteína. La primera clasificación funcional basada en 

el espectro y perfil de sustrato fue propuesta por Richmond y Sykes en 1973 (396). En 1991, 

Ambler propuso una clasificación basada en la secuencia aminoacídica de la proteína, que es la 

más utilizada (4, 5). Posteriormente, estas clasificaciones fueron modificadas según el perfil de 

inhibición por inhibidores de β-lactamasas por Bush-Jacoby-Medeiros en 1995 (tabla 3, 67, 69). 

El sistema de clasificación de Ambler propuesto en 1991 se basa en  

 

a) Clasificación de Ambler. Distingue 4 clases de enzimas (A, B, C y D). Las β-lactamasas 

de clase A, clase B ó clase C se caracterizan por la presencia del aminoácido serina en el 

sitio activo; las de clase D requieren la presencia de Zn2+ para su actividad (4).  

 

b) Clasificación de Bush-Jacoby-Medeiros. Distingue los siguientes cuatro grupos (67, 69): 

 
i) Grupo 1 (correspondiente a la clase C de Ambler). Incluye enzimas codificadas por 

genes cromosómicos y/ó plasmídicos con actividad cefalosporinasa que no son 

inhibidas por inhibidores de β-lactamasas.  
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ii) Grupo 2 (correspondiente a las clases A y D de Ambler). Es un grupo heterogéneo 

de enzimas de amplio espectro de sustrato (penicilinasas, cefalosporinasas, 

oxacilinasas y carbapenemasas) inhibidas por inhibidores clásicos de β-lactamasas. 

Se divide en diferentes sub-grupos, uno de los cuales (2be) incluye las β-lactamasas 

de espectro extendido (BLEE). 

 
iii) Grupo 3 (correspondiente a la clase B de Ambler). Incluye enzimas que requieren 

Zn2+ para su actividad (metalo-β-lactamasas) y que son inhibidas por agentes 

quelantes como EDTA. La localización de los genes codificantes de las β-

lactamasas de clase B puede ser cromosómica o plasmídica. A diferencia de otras 

carbapenemasas, las de éste grupo no son inhibidas por el ácido clavulánico y no 

hidrolizan monobactámicos. 

 
iv) Grupo 4. Agrupa enzimas no inhibidas por el ácido clavulánico y que no se 

incluyen en las otras categorías.  

 

1.4.1.1. Las β-lactamasas de espectro extendido 

La designación de β-lactamasas de espectro extendido (BLEE) fue inicialmente propuesta 

por Philippon y col. en el año 1989 (362) para enzimas codificadas por plásmidos que 

hidrolizaban cefalosporinas de primera (cefalexina, cefalotina, cefazolina), segunda (cefaclor, 

cefuroxima), tercera (cefotaxima, ceftazidima, cefixima y ceftriaxona), cuarta generación 

(cefepima y cefpiroma), y monobactámicos (aztreonam). Los carbapenémicos (imipenem y 

meropenem) y las cefamicinas (cefoxitina) no se ven afectadas. Estas enzimas son inhibidas por 

los inhibidores de β-lactamasas como el ácido clavulánico, sulbactam y tazobactam.  

Las BLEE se clasifican en diferentes tipos en función de su secuencia aminoacídica siendo 

las enzimas de clase A de las familias TEM, SHV, CTX-M y las enzimas de clase D tipo OXA 

las más frecuentemente identificadas en Enterobacteriaceae, principalmente entre las especies 

K. pneumoniae y E. coli. Otros tipos menos frecuentes son PER, VEB, GES, TLA o IBC que 

parecen estar confinadas a determinadas zonas geográficas (tabla 4, 98, 305, 308, 353, 

http://www.lahey.org/studies/webt.htm). 

La primera descripción de BLEE ocurrió en 1983 con la identificación de BLEE de tipo 

SHV (derivada de la clásica SHV-1), seguida del aislamiento en 1984 de enzimas de tipo TEM 

(derivada de la clásica TEM-2) y en 1986-1989 de tipo CTX-M (25, 283). La expresión de estas 

enzimas se ha visto incrementada debido a su asociación con diferentes promotores eficientes. 

Además, la localización de los correspondientes genes bla en plásmidos facilita su transferencia 

y persistencia en una población bacteriana (353, 377). No es infrecuente la producción de más 

de un tipo de BLEE por un determinado microorganismo (151, 207, 407).  

http://www.lahey.org/studies/webt.htm
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Enzimas de tipo TEM 

Las enzimas de tipo TEM presentan un espectro de actividad variable frente cefotaxima o 

ceftazidima debido a la presencia de algunas mutaciones específicas. Su designación deriva del 

nombre del primer paciente donde se aislaron (TEM-1, Temoniera). Todas las TEM descritas 

son variantes de TEM-1 y TEM-2, siendo TEM-1 una de las β-lactamasas más frecuentes en 

Enterobacteriaceae y responsable de aproximadamente 90% de la resistencia a ampicilina en E. 

coli (52), aunque su orígen se desconoce. Tal y como otras β-lactamasas, debe originarse 

evolutivamente en proteínas codificadas cromosómicamente que fijan penicilina, como las PBPs 

(103, 144, 232, 430). Las enzimas IRT (Inhibitor Resistant TEM) son variantes con reducida 

afinidad por los inhibidores de β-lactamasas, pero sin actividad frente a cefalosporinas de 

tercera generación (101). La aparición de mutaciones puede comprometer la actividad de 

cefalosporinas de amplio espectro y de inhibidores de β-lactamasas simultáneamente, dando 

lugar a las CMT (Complex Mutant TEM) (73a, 400).  

Aunque las β-lactamasas tipo TEM son más frecuentes en E. coli y K. pneumoniae, 

también se encuentran distribuídas en muchas otras especies de Enterobacteriaceae, 

Haemophilus, Acinetobacter y Pseudomonas (38, 48, 109, 143, 357; 365), habiendo algunas de 

ellas sido implicadas en epidemias clonales como TEM-4, TEM-21, TEM-24 o TEM-68 (10a, 

48, 129, 140). La diseminación de enzimas de tipo TEM está asociada a la dispersión de 

derivados del transposón Tn3, eventualmente localizados en plataformas modulares y 

generalmente asociados a plásmidos. Algunos de ellas están altamente diseminadas de forma 

global como TEM-3, TEM-4, TEM-24, TEM-27 y TEM-52 (87, 95, 248, 298, 350, 360).  

 

Enzimas de tipo SHV 

Las enzimas de tipo SHV presentan también un espectro de actividad variable frente a 

cefotaxima o ceftazidima debido a la presencia de mutaciones en posiciones específicas (52). Su 

designación deriva de la presencia de un grupo sulfidrilo (sulphydryl variable), en base a su 

afinidad por el compuesto para-cloromercuriobenzoato (PCMB) (285). Los miembros de este 

grupo son variantes de SHV-1 y parecen haber sufrido una menor diversificación en 

comparación con las enzimas de tipo TEM. Las enzimas de tipo SHV podrían haber tenido 

origen en LEN-1, una penicilinasa cromosómica de K. pneumoniae, con la cual SHV-1 presenta 

un 97.5% de homología. La movilización del gen correspondiente a plásmidos y/o elementos 

transponibles puede haber sido mediada por IS26 (103, 177).  

La enzima SHV-1 y sus derivadas se encuentran con más frecuencia en K. pneumoniae, 

aunque se hayan diseminado vía plásmidos a muchas otras especies de Enterobacteriaceae 

(468), P. aeruginosa y Acinetobacter spp. (370). Como en el caso de los genes blaTEM, la 
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diseminación de genes blaSHV está facilitada por su asociación con plásmidos conjugativos, que 

contienen frecuentemente otros determinantes de resistencia (190). 

El primer enzima de amplio espectro que se describió fue SHV-2 en Alemania y pronto se 

diseminó en Estados Unidos y en los países mediterráneos (29, 232), aunque también SHV-5 

presenta una distribución geográfica muy amplia y se haya asociado a plásmidos epidémicos 

multiresistentes previamente descritos (57, 370, 383). En la actualidad, la variante más 

frecuentemente aislada es SHV-12, inicialmente diseminada en Corea y Tailandia (102, 229), 

pero ampliamente detectada en Europa,  particularmente en el ambiente extrahospitalario (296, 

358, 473).  

   

Enzimas de tipo CTX-M 

Las enzimas de tipo CTX-M poseen un mayor poder hidrolítico frente a cefotaxima, razón 

por la cual fueron designadas cefotaximasas (45). Estas variantes parecen tener un orígen en 

genes cromosómicos de bacterias medioambientales (Kluyvera sp.), habiendo sido identificadas 

distintas especies como posibles ancestros de los diferentes genes de los clusters de esta familia 

(Kluyvera cryocrescens y blaCTX-M-1, Kluyvera ascorbata y blaCTX-M-9 y Kluyvera georgiana y 

blaCTX-M-2) (118, 330, 403). La movilización de estos genes a bacterias de orígen clínico parece 

haber ocurrido por la acción de unidades de captura génica, como ISEcP1, ISCR1 o secuencias 

relacionadas con fagos (329, 377, 460).  

Se han descrito hasta la fecha más de 70 enzimas que se agrupan en 5 familias distintas en 

función de la homología de las respectivas secuencias aminoacídicas: CTX-M-1, CTX-M-2, 

CTX-M-8, CTX-M-9 y CTX-M-25 (http://www.lahey.org/studies/webt.htm). Actualmente 

constituyen las β-lactamasas más diseminadas en todo el mundo, tanto en el medio intra como 

extra-hospitalario, considerándose endémicas en Sudamérica, Europa mediterránea, Europa de 

Este y Asia (figura 7, 74, 263, 408). En España, representan en la actualidad un 75% del total de 

BLEE detectadas, siendo las más frecuentes las de los grupos CTX-M-9 (CTX-M-9 y -14) y 

CTX-M-1 (CTX-M-1, -10, -15 y -32). Estas enzimas son preferencialmente aisladas en E. coli 

(191, 299, 329).  

Su asociación a elementos móviles como integrones, plásmidos y/ó transposones ha 

permitido su diseminación y persistencia a lo largo del tiempo (74, 132, 239, 329, 412).  
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Figura 7. Distribución mundial de enzimas de tipo CTX-M (adaptado de la referencia 74). 
 
 

1.4.1.2 Otras β-lactamasas con importancia clínica 

Las β-lactamasas de tipo OXA (clase D según el esquema de Ambler) tienen la capacidad 

de hidrolizar oxacilina, cloxacilina y benzilpenicilina, y confieren un cierto grado de resistencia 

a inhibidores de β-lactamasas. Algunas tienen aumentado el espectro de actividad frente a 

cefalosporinas (OXA-1) y carbapenémicos (OXA-50) o se encuentran asociadas a otras β-

lactamasas como CTX-M-15 (OXA-1) o VIM-7 (OXA-45), confiriendo resistencia a todos los 

β-lactámicos (50, 262, 462, 482). La primera variante descrita en este grupo de enzimas fue 

OXA-1 detectada en E. coli, aunque su asociación a integrones y plásmidos permitió su 

diseminación a otras especies de Enterobacteriaceae, P. aeruginosa y A. baumanii, donde esta 

enzima y sus derivadas son particularmente abundantes actualmente (305).  

Las β-lactamasas de tipo AmpC (clase C según el esquema de Ambler) hidrolizan 

cefalosporinas de tercera generación, pero también tienen actividad frente a cefamicinas e 

inhibidores de β-lactamasas, no afectando a cefepima o cefpiroma. Sin embargo, los 

microorganismos que contienen estas enzimas son generalmente susceptibles a los 

carbapenémicos. Los genes blaAmpC se encuentran localizados en el cromosoma de algunas 

especies pertenecientes a los géneros Enterobacter spp., Citrobacter spp., Pseudomonas spp., 

Morganella spp. y Serratia spp, y se les atribuye un papel fisiológico secundario en la 

endemicas esporádicas Sin datos

Grupo CTX-M

endemicas esporádicas Sin datos

Grupo CTX-M
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maduración del peptidoglicano. Se encuentran también en E. coli pero su expresión es de bajo 

nivel y normalmente no tienen un carácter inducible, ya que carecen de ampR (implicado en el 

sistema de inducción). La presencia de mutaciones en las secuencias promotoras de genes 

reguladores dan lugar a una hiperexpresión estable de estas enzimas, que también puede ser 

inducida por exposición a β-lactámicos y que constituye un problema serio en Unidades de 

Cuidados Intensivos (49, 351, 352). En los últimos años, se han descrito genes codificantes de 

AmpC de localización plasmídica, generalmente no inducibles, designadas CMY, FOX, LAT, 

CIT u otras. Los genes correspondientes están frecuentemente asociados a integrones de clase 1 

que contienen ISCR1, siendo las de tipo CMY las que más se han diversificado (361,460).  

Las carbapenemasas incluyen enzimas de clase A (KPC), B (MBL) y D (tipo OXA). Las 

enzimas de clase A son las carbapenemasas en K. pneumoniae (KPC), que confieren resistencia 

a cefalosporinas de tercera generación, a carbepenémicos y aztreonam, siendo inhibidas por los 

inhibidores de β-lactamasas (356, 384, 505). Tres variantes han sido descritas (KPC-1, KPC-2 y 

KPC-3). Estas enzimas fueron inicialmente identificadas en Estados Unidos y en aislados de K. 

pneumoniae de orígen nosocomial (81), aunque en los últimos años haya sido también descrito 

en otras regiones geográficas (China, Grecia, Colombia, Israel), en otras especies (E. coli, K. 

oxytoca, Enterobacter sp., C. freundii, S. marcescens y P. aeruginosa) (70, 100, 198, 388, 478) 

y en la comunidad (469). La localización de algunos de estos genes en transposones derivados 

de Tn3 (Tn4401) podría ser responsable de su diseminación (307). Las carbapenemasas de clase 

B, las metalo-β-lactamasas (MBL) constituyen un grupo heterogéneo de enzimas que hidrolizan 

imipenem o meropenem, cefalosporinas de tercera generación pero no aztreonam o inhibidores 

de β-lactamasas. Las primeras β-lactamasas de este grupo identificadas fueron las de tipo IMP 

en aislados de P. aeruginosa y distintas especies de enterobacterias (201, 485), y posteriormente 

las enzimas de tipo VIM (97). Aunque se han descrito otras familias (SPM, GIM, SIM), su 

prevalencia es mucho menor (481). Hoy en día, las metalo-β-lactamasas del grupo B (tipos IMP 

y VIM) constituyen las más frecuentes en clínica y están muy distribuídas principalmente en 

Sudamérica y Europa. Se asocian frecuentemente a integrones y/ó plásmidos en especies como 

Pseudomonas spp., S. maltophilia, Aeromonas spp., Bacillus cereus, Flavobacterium spp., 

Chryseobacterium spp., y Legionella gormannii, aunque la emergencia y diseminación de estas 

enzimas entre miembros de Enterobacteriaceae está aumentando consideravelmente (222, 319, 

481). Las carbapenemasas de clase D se dividen en 8 grupos y hidrolizan imipenem pero no 

cefalosporinas de tercera generación. Tienen poca homología con otras enzimas de tipo OXA y 

en contraste con estas, no se asocian a integrones si no que se encuentran frecuentemente en el 

cromosoma bacteriano, o en plásmidos (OXA-48). Estas enzimas están muy distribuidas en 

Enterobacteriacae, P. aeruginosa y A. baumanii (12, 482).    
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1.4.2. Resistencia a antibióticos no β-lactámicos asociados a cepas con BLEE 

Los genes bla se encuentran frecuentemente en elementos modulares que contienen otros 

determinantes de resistencia a antibióticos en integrones y/o transposones. La expresión de estas 

estructuras determina un fenotipo de multiresistencia que compromete seriamente el éxito 

terapéutico y contribuye a la diseminación y persistencia de microorganismos portadores de 

BLEE en ambientes selectivos por procesos de co-selección (353, 480). 

Los genes frecuentemente asociados a bla confieren resistencia a diferentes familias de 

antibióticos: aac o aad (aminoglucósidos), dfr (trimetoprim), cml o cat (cloranfenicol), qac 

(compuestos de amonio cuaternario), blaOXA (β-lactámicos), tet (tetraciclinas) y sul 

(sulfamidas). Algunos de estos determinantes se encuentran asociados a integrones que poseen 

genes blaBLEE específicos como blaCTX-M-2, blaCTX-M-9, blaCTX-M-15, blaGES, blaVEB,y blaIBC o genes 

que codifican carbapenemasas (blaIMP, blaVIM). En los últimos años se han detectado genes que 

confieren resistencia a fluoroquinolonas y/o aminoglucosidos, y que incluyen qnr, aac, arm y 

rmt (126, 271, 399). El gen qnr, que confiere resistencia mediada por plásmidos a quinolonas 

fue descrito en 1998 en K. pneumoniae (281) y en los últimos años se han identificado distintas 

variantes (qnrA, qnrB, qnrS) en diferentes especies (Salmonella spp., Klebsiella spp. y E. coli) 

asociadas a blaBLEE muy diversas: qnrB a blaCTX-M-15 y blaSHV-12, qnrA a blaCTX-M-1, blaVEB-1, 

blaSHV-12 u otras, y qnrS a blaSHV-12, blaTEM-52 y blaCTX-M-1 (203, 369). La enzima aac(6’)-Ib-cr 

(6’-N-acetiltransferasa tipo Ib, variante cr) inactiva simultáneamente aminoglucósidos y algunas 

fluoroquinolonas (399, 406) y ha sido identificada en una región de multi-resistencia de un 

plásmido derivado de R100 que contiene también blaCTX-M-15, blaTEM-1 y blaOXA-1 (50, 94). Los 

genes asociados a la producción de 16S rARN metilasas se identificaron por primera vez en 

2003 en K. pneumoniae y P. aeruginosa, y confieren un alto nivel de resistencia a la mayor 

parte de los aminoglucosidos utilizados en la práctica clínica (155, 507). Se han descrito 

distintas variantes (armA, rmtA, rmtB, rtmC y rmtD) en Enterobacteriaceae y  P. aeruginosa, 

asociadas a blaBLEE (blaTEM-1, blaCTX-M-14, blaSPM-1 y blaCTX-M-3), secuencias de inserción y 

transposones y/o plásmidos específicos (126).  
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1.4.3. Evolución de las β-lactamasas 

Los antibióticos β-lactámicos constituyen probablemente la familia de antibacterianos 

sobre los que tanto la ingeniería biológica natural como la industria farmacéutica han 

introducido un mayor número de modificaciones químicas para alterar su espectro. Por ello las 

β-lactamasas han sido el grupo de genes de resistencia que más se ha diversificado, 

evolucionando hacia un espectro de actividad enzimática más amplio (166).  

Este fenómeno ha sido ampliamente estudiado en las β-lactamasas de tipo TEM (cerca de 

160 variantes descritas, http://www.lahey.org/Studies/). Las mutaciones puntuales en genes 

blaTEM dan lugar a una mayor actividad de substrato a la combinación de un β-lactámico más un 

inhibidor de β-lactamasas (S130G en TEM-76) o a cefalosporinas de tercera generación (G238S 

en TEM-19) (249, 440). El análisis comparativo de secuencias que codifican para enzimas de 

tipo TEM, SHV y OXA ha permitido en distintos estudios inferir la evolución de enzimas de 

estos grupos por adquisición de distintas mutaciones a lo largo del tiempo y establecer posibles 

rutas evolutivas (18, 112, 200). 

Desde la descripción de FEC-1, el primer miembro del grupo CTX-M identificado en 

1986, confiriendo valores de concentración mínima inhibitoria (CMI) a cefotaxima y 

ceftazidima de 200 µg/ml y 12.5 µg/ml, respectivamente (283), más de 70 enzimas han sido 

descritas. Estas se subdividen en 5 grupos (ver apartado 1.4.1.1, http://www.lahey.org/Studies): 

CTX-M-1, CTX-M-2, CTX-M-8, CTX-M-9 y CTX-M-25. Sin embargo, a pesar de que se han 

propuesto como ancestros de algunos genes blaCTX-M genes cromosómicos de bacterias 

medioambientales del género Kluyvera (118, 330, 403), los estudios de reconstrucción 

filogenética en miembros de esta familia son escasos  (22a, 45). La exposición de las bacterias 

productoras de enzimas de tipo CTX-M a una gran diversidad de antibióticos β-lactámicos para 

los cuales no eran muy eficientes como cefotaxima-ceftriaxona, cefepima y ceftazidima, podría 

haber contribuído a la diversificación observada, y su localización en plataformas móviles y 

altamente diseminadas a su dispersión (166).  

La mayor parte de esas enzimas hidrolizan eficientemente cefotaxima, con valores de CMI 

>64 µg/ml, mientras que los valores de CMI frente a ceftazidima (2-8 µg/ml) indican una mayor 

susceptibilidad a este antibiótico. Sin embargo, la diversificación en este grupo de enzimas ha 

originado variantes con capacidad de hidrólisis pronunciada frente a ceftazidima que se puede 

traducir en valores de CMI de hasta 256 µg/ml (353). Si bien hasta la fecha no se ha descrito el 

aislamiento clínico de ninguna bacteria portando una β-lactamasa de tipo CTX-M con 

incrementada actividad sobre la combinación de un β-lactámico más un inhibidor de β-

lactamasas, estas variantes han podido ser construídas in vitro (13).   

El aumento del espectro de actividad frente a ceftazidima por parte de las enzimas de tipo 

CTX-M se asocia a la presencia de mutaciones en las posiciones 167 (P167S/T/Q) y 240 

http://www.lahey.org/Studies/
http://www.lahey.org/Studies/
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(D240G), de acuerdo con el esquema de  numeración de β-lactamasas de Ambler et al. (5). Las 

enzimas que codifican presuntivamente para un fenotipo de resistencia a ceftazidima se 

distribuyen en distintas ramas filogenéticas: familias CTX-M-1 (CTX-M-15, CTX-M-23, CTX-

M-28, CTX-M-29, CTXM-32, CTX-M-33, CTX-M-42, CTX-M-52, CTX-M-53, CTX-M-54, 

CTX-M-57 y CTX-M-58), CTX-M-2 (CTX-M-35 y CTX-M-43), CTX-M-9 (CTX-M-16, CTX-

M-19, CTX-M-27) y CTX-M-25 (CTX-M-25 y CTX-M-41) 

(http://www.lahey.org/studies/webt.htm).  

Las enzimas de la familia CTX-M-1 son las que han sido sometidas a un proceso más 

eficaz de diversificación (26 variantes), y es en esta familia donde más variantes resistentes a 

ceftazidima se han identificado (http://www.lahey.org/studies/webt.htm). Algunas de ellas han 

adquirido un interés adicional debido a su diseminación en distintos compartimentos y/o en 

amplias áreas geográficas, como CTX-M-15 (a nivel mundial) y CTX-M-32 (animales y 

humanos) (50, 56, 74, 80, 94, 368).  

La continua aparición de nuevas variantes con incrementada actividad enzimática respecto 

a su ancestro más inmediato no solo limita las estrategias de tratamiento antibiótico, sino que 

además puede facilitar la aparición de brotes epidémicos por el previsible incremento del 

número absoluto de células resistentes.  

     

1.4.3.1. Estrategias desarrolladas para la predicción de la aparición de nuevas variantes 

con mayor espectro de actividad 

La evolución de las BLEEs hacia un mayor espectro de actividad ha motivado diferentes 

estudios, tanto para identificar las estrategias para reproducir la aparición de mutantes 

resistentes in vitro, como para predecir, a partir del estudio de esos mutantes, nuevos pasos 

evolutivos (22, 180, 332, 499). De manera genérica, para conseguir el primer objetivo, se 

pueden utilizar estrategias de mutagénesis al azar o estrategias de mutagénesis dirigida.  

 

Mutagénesis al azar 

Las estrategias de mutagénesis al azar (random mutagenesis) se emplean cuando se 

pretende obtener el mayor número de variantes posible que confieran un determinado fenotipo, 

sin que se pueda dirigir de alguna manera la eficacia de tales variantes. Estas técnicas se han 

considerado fiables para la reproducción de la evolución natural de enzimas de tipo TEM o 

CTX-M (21, 42, 119, 133, 221, 491). En la mutagénesis al azar empleamos procedimientos 

menos eficientes aunque más naturales (uso de cepas hipermutadoras), y también 

procedimientos extraordinariamente poderosos, aunque poco naturales (barajado de ADN , 

conocido como “ADN shuffling”, o uso de fagémidos o análogos de ADN). En el primer caso, 

las mutaciones suelen aparecer secuencialmente (133, 150, 221), mientras que en el último caso 

http://www.lahey.org/studies/webt.htm
http://www.lahey.org/studies/webt.htm
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las mutaciones pueden aparecer simultáneamente, siendo más difícil determinar su contribución 

a la aparición de un fenotipo determinado (119, 491). 

Los estudios previos de LeClerc y Oliver han servido de base a la utilización de cepas de E. 

coli hipermutadoras para predecir la aparición de cepas resistentes (246,247, 327). El empleo de 

cepas deficientes en mutS reproduce una situación natural en las poblaciones bacterianas, ya que 

la mayoría de las cepas hipermutadoras naturales descritas hasta la fecha son defectivas en el 

gen mutS, permitiendo así una mayor aproximación a las condiciones fisiológicas que dan lugar 

a la emergencia de mutantes naturales (246, 247). En un trabajo anterior realizado por nuestro 

grupo, se validó el uso de cepas hipermutadoras con el objetivo de provocar la aparición de 

mutantes en genes blaBLEE en H. influenzae, que diesen lugar a la aparición de β-lactamasas 

mutantes con mayor espectro de actividad frente a antibióticos β-lactámicos (de tercera 

generación y/o combinaciones con inhibidores de β-lactámicos (150).  

 

Mutagénesis dirigida 

Las estrategias de mutagénesis dirigida se emplean cuando se pretende identificar el efecto 

de una mutación específica en el fenotipo. Consisten en la incorporación del cambio 

nucleotídico pretendido a un gen determinado utilizando oligonucleótidos que contienen dicho 

cambio. Esta es una técnica directa con la que se pueden introducir un número elevado de 

mutaciones de forma secuencial, revelándose muy útil en el análisis de los efectos de cambios 

específicos, como reflejan los estudios realizados en enzimas de tipo TEM y SHV (36, 440). 

 



 



 

Capítulo 2 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

HIPÓTESIS DE TRABAJO y OBJETIVOS 

 
“La imaginación es más importante que la sabiduría.” 

Albert Einstein 

 

 “La duda es el principio de la sabiduría.” 

Aristóteles  



 



Capítulo 1 - Introducción 
 

41 
 

La actividad de unidades biológicas de captura y dispersión de los genes de resistencia a 

diferentes agentes biocidas determina la prevalencia y distribución geográfica de la resistencia. 

Las unidades biológicas actúan a diferentes niveles jerárquicos, incluyendo aquellas implicadas 

en captura y transmisión horizontal (plásmidos, transposones e integrones), y en la diseminación 

en ambientes microecológicos específicos (clones y poblaciones bacterianas). La contribución 

específica y la interacción entre clones epidémicos y elementos de transmisión horizontal ha 

sido poco explorada y resulta esencial para establecer estrategias eficaces de control y 

tratamiento de infecciones hospitalarias, desarrollar nuevas aproximaciones en la búsqueda de 

nuevos compuestos con actividad antibiótica y lograr un mejor conocimiento de la evolución 

bacteriana. 

Esta tesis propone el análisis de los elementos implicados en la captura, expresión y 

diseminación de los genes blaBLEE que codifican la producción de enzimas que confieren 

resistencia a cefalosporinas de tercera generación como un modelo idóneo para analizar las 

razones que pudieran explicar la evolución acelerada de la resistencia a antimicrobianos causada 

por la adquisición y reciente diseminación pandémica de estos genes en el ámbito intra y 

extrahospitalario.  

 

 

Nuestra hipótesis de trabajo consiste en que la presión selectiva múltiple de diferentes agentes 

biocidas ha favorecido la selección de unidades genéticas específicas con elevada tasa de 

transmisibilidad. La prevalencia de determinados sistemas de captura de secuencias y su 

transmisibilidad en distintas áreas geográficas podría haber determinado la diseminación local 

de nuevos genes de resistencia a partir del éxito adaptativo de clones, plásmidos, y plataformas 

genéticas específicas ampliamente diseminados en el medio ambiente.  
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 El objetivo general de este trabajo es evaluar la contribución relativa de la transmisión 

vertical y horizontal en la diseminación de Enterobacteriaceae productores de β-lactamasas de 

espectro extendido (BLEE) durante un periodo de 16 años (1988-2004).  

 

 Los objetivos específicos de esta tesis son: 

 

 

• Evaluar la contribución de la diseminación clonal y la de elementos de transmisión 

horizontal en el aumento reciente de la resistencia a antibióticos en enterobacterias, 

analizando las diferencias espaciales y temporales en la prevalencia de las especies, los 

clones y los elementos de transmisión horizontal implicados. 

• Analizar la estructura poblacional de Enterobacteriaceae productoras de BLEE en un 

hospital universitario terciario desde la detección del primer aislado. 

• Caracterizar la diversidad de plásmidos (y los transposones e integrones localizados en 

los mismos) asociados a los genes blaBLEE. 

• Predecir la capacidad de diversificación de las enzimas de la familia CTX-M y la 

asociación con su espectro de actividad, analizando la contribución de mutaciones 

específicas a la resistencia frente a antibióticos β-lactámicos. 
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“La inspiración existe, pero tiene que encontrarte trabajando.” 

Pablo Ruiz Picasso  
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En esta sección y a principio de cada apartado, se hará un breve resumen relativo a la 

información considerada relevante para un mejor seguimiento de los resultados. 

 
3.1. Epidemiología de Enterobacteriaceae productores de BLEE (1988-2004) 

 
Los aislados de Enterobacteriaceae productores de BLEE correspondientes al periodo 

estudiado se caracterizaron por una gran diversidad de especies, clones y elementos de 

resistencia asociados a los genes que codifican cada una de las variantes identificadas. La 

distribución temporal y espacial de las BLEE, su evolución desde la detección del primer 

aislado y su asociación con hospedadores específicos se analizan a continuación.   

 

Distribución temporal de BLEE. Todas las BLEE correspondientes a los aislados analizados 

(1988-2004) fueron identificadas como BLEE de clase A de los grupos TEM, SHV y CTX-M. 

Las β-lactamasas de clase B y de clase C fueron detectadas en nuestra institución a partir de 

2005 (452, resultados no publicados). El primer enzima detectado fue de tipo SHV (SHV-2) en 

el año 1988, seguido de variantes de tipo TEM (TEM-4) en el año 1989 y de enzimas de tipo 

CTX-M en 1991 (CTX-M-10). A partir del año 1996, el aislamiento de enzimas del grupo CTX-

M aumentó extraordinariamente, con la aparición secuencial de variantes de distintos grupos: 

CTX-M-9 en 1996, CTX-M-14 en 2000 (ambas del grupo CTX-M-9) y diversas variantes del 

grupo CTX-M-1 a partir de 2000 de forma simultánea (CTX-M-1, CTX-M-3, CTX-M-15 y 

CTX-M-32) (figura 8).  

Aunque se identificaron diversas variantes de cada familia, la diversidad encontrada fue 

menor que la descrita en otras series (18): TEM (-4, -12, -24, -52), SHV (-2, -5, -12, -13) y 

CTX-M (-1, -3, -9, -10, -14, -15, -32). Algunas  variantes fueron particularmente prevalentes 

como TEM-4 o SHV-12, CTX-M-9, CTX-M-14 o CTX-M-10 debido a su asociación con 

clones o elementos epidémicos o endémicos (321, figura 8). 

 

Distribución compartimental de BLEE. En la última década, la prevalencia de 

microorganismos productores de BLEE aumentó considerablemente en aislados procedentes 

tanto del ámbito hospitalario como comunitario (figura 9A). Hasta el año 2001, las infecciones 

causadas por microorganismos productores de BLEE fueron preferentemente de adquisición 

nosocomial, mientras que a partir de 2002, la mayoría de las mismas fueron adquiridas en la 

comunidad (figura 9B).      
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Figura 8. Distribución de los aislamientos de E. coli productores de BLEE 
del Hospital Universitario Ramón y Cajal por grupo de BLEE (1988-2002).  
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3.1.1. Caracterización de la estructura poblacional de Enterobacteriaceae 

Especies implicadas. Las especies productoras de BLEE más frecuentemente aisladas son E. 

coli (n=181 aislados) y Klebsiella pneumoniae (n=85 aislados), seguidas de Enterobacter spp. 

(n=7). Otras enterobacterias como Salmonella spp., Citrobacter spp. o Serratia spp. fueron 

detectadas ocasionalmente (11, 4 y 1 aislados respectivamente).  

La frecuencia relativa de las dos especies mayoritarias varió en cada período analizado 

siendo el hospedador preferencial K. pneumoniae en los años 90 (ratio K. pneumoniae/E. 

coli=1.38) y E. coli a partir de 2000 (ratio K. pneumoniae/E. coli=0.24). Esta variación refleja el 

cambio en la frecuencia de los cuadros clínicos más frecuentemente diagnosticados 

(bacteriemias vs infecciones urinarias y no graves), el orígen de los mismos (adquisición 

hospitalaria vs comunitaria) y el tipo de BLEE (aumento exponencial de enzimas de tipo CTX-

M a partir de 1996) (ver figuras 8 y 9).  

Se observó una asociación de algunos tipos de BLEE y determinadas especies. Las 

distintas variantes de enzimas de tipo CTX-M están asociadas mayoritariamente a E. coli y 

algunas variantes de enzimas de tipo TEM y SHV a K. pneumoniae (TEM-4 o SHV-2). En 

ausencia de amplificación clonal, esto sugiere la implicación de elementos de transferencia 

horizontal cuya diseminación y/o persistencia ocurre de forma preferencial en estas especies 

(ver apartados 3.1.2, 3.1.3 y 3.1.4).  

 

Diversidad clonal. La población de Enterobacteriaceae productores de BLEE estudiada se 

caracterizó por una gran diversidad clonal dentro de cada especie, reflejada en el número de 

pulsotipos identificados: E. coli (n=132), K. pneumoniae (n=40), Enterobacter aerogenes (n=1), 

Salmonella spp. (n=7), Enterobacter cloacae (n=13), K. oxytoca (n=7) y Citrobacter freundii 

(n=4). Sin embargo, también se detectaron clones epidémicos de E. coli, K. pneumoniae, E. 

aerogenes y Salmonella spp. Estos incluyen E. coli ST131 productor de CTX-M-15 (pandemia 

mundial 2001-2005), E. coli productor de CTX-M-1 (2001-2002), E. coli y K. pneumoniae 

productor de TEM-4 (1989-1997 y 2002-2003, respectivamente), E. aerogenes productor de 

TEM-24 (1998-2004) y S. enterica productor de TEM-27 (1989). Las variantes no productoras 

de BLEE de algunos de estos clones como E. coli ST131, E. coli ST405 o el clon de E. 

aerogenes han sido también identificados en diferentes estudios, lo que indica el éxito de 

algunos clones que han servido como sustrato para la diseminación de plásmidos de resistencia 

(130, 451, http://web.mpiib-berlin.mpg.de/mlst/dbs/Ecoli/).  

 

 

 

http://web.mpiib-berlin.mpg.de/mlst/dbs/Ecoli/
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La caracterización de la estructura poblacional de E. coli se ha realizado en base a la 

identificación de sus grupos filogenéticos e indica que la composición de los aislados 

productores de las familias TEM, SHV y CTX-M es similar (análoga carrying capacity). La 

frecuencia de aislados de E. coli de los filogrupos A y B1 (52%, 36% y 16% respectivamente) 

frente a los filogrupos D y B2 (48%, 35% y 13%, respectivamente) parece estar relacionada con 

el aumento de aislados de adquisición comunitaria productores de enzimas de los tres grupos  

(TEM, SHV y distintas variantes del tipo CTX-M) en los últimos años del período estudiado 

(figura 10).  

 

 

 

La distribución geográfica de los aislados productores de cada tipo de BLEE  es desigual y ha 

motivado situaciones epidémicas a nivel local, continental y global. Los microorganismos 

productores de SHV-12, CTX-M-32 y TEM-24 se encuentran actualmente diseminadas en distintos 

países de la Unión Europea. La enzima CTX-M-15 ha sido descrita en países de los 5 continentes y 

constituye la β-lactamasa más frecuentmente identificada en la actualidad, relacionada con clones 

y/o plásmidos ampliamente diseminados (ver apartado 3.2.3). Las BLEE CTX-M-9 y TEM-4 

permanecen confinadas a España, asociadas principalmente a E. coli y K. pneumoniae 

respectivamente, aunque se han descrito casos esporádicos en otros países de Europa. Aunque todas 

estas BLEE se han asociado a diferentes especies, su amplia diseminación ha estado motivada por la 

dispersión de clones específicos de E. aerogenes (TEM-24), E. coli (CTX-M-14, CTX-M-15 y SHV-

12) o K. pneumoniae (TEM-4, SHV-12) y/o plásmidos (TEM-24, SHV-12, CTX-M-14, CTX-M-15 y 

CTX-M-32). En este estudio se profundizará en el análisis de aislados productores de distintas BLEE 

representativas de situaciones epidémicas locales e internacionales. 
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3.1.2. Caracterización de plásmidos con genes BLEE    

La transferencia de resistencia a cefalosporinas de tercera generación por conjugación “in 

vitro” varió entre el 79% y el 85% de los aislados analizados productores de TEM (79%), SHV 

(81%) y CTX-M (85%).  

El análisis del contenido plasmídico de las cepas productoras de BLEE reveló la presencia 

de un número variable de plásmidos (entre 1 y 5) de distintos tamaños (2-320 kb). Los 

plásmidos portadores de genes blaBLEE presentaron un tamaño variable (35-320kb) y fueron 

mayoritariamente clasificados como plásmidos conjugativos pertenecientes a los grupos de 

incompatibilidad IncP1-α, IncN, IncA/C2, IncHI2, IncL/M, IncFII e IncI1 (99). La 

diseminación de algunas BLEE fue asociada a plásmidos epidémicos de grupos de 

incompatibilidad específicos identificados en un elevado número de cepas durante distintos 

períodos de tiempo (tabla 5). 

Los plásmidos epidémicos portadores de genes blaBLEE identificados fueron:  

• IncFII (85-160kb, CTX-M-15)      Identificado en todo el mundo 

• IncI1 (35-120kb, TEM-4)  Identificado en Europa, Taiwan 

• IncL/M (50kb, CTX-M-1) Identificado en España y países de Europa del Este 

• IncHI2 (240-320kb, CTX-M-9) Identificado en Europa, Inglaterra, Taiwan y Estados 

Unidos  

• IncP1-α (100kb, CTX-M-9) Identificado en España, Inglaterra y Alemania 

• IncA/C2 (180kb, TEM-24)  Identificado en España, Portugal, Francia y Bélgica 

• IncN (40kb, CTX-M-32) Identificado en países del área mediterránea  

  

El análisis de los tipos de plásmidos en las cepas productoras de BLEE reveló la presencia 

habitual de plásmidos de la familia repFIIA, que incluye los grupos IncFI, IncFII, IncI1, 

IncB/O, IncL/M e IncK (334). Los plásmidos pertenecientes a esta familia presentan 

variaciones en las regiones rep y cop motivadas por fenómenos de recombinación genética, lo 

cual puede dar lugar a alteraciones en la incompatibilidad de los mismos (94, 334, ver apartados 

1.3.1.1 y 3.2.3.3). Los fenómenos de recombinación entre plásmidos parecen ser bastante 

comunes como refleja la frecuente variación del tamaño plasmídico, la transferibilidad, el 

contenido de replicones o la presencia de elementos genéticos móviles observada en plásmidos 

IncFII o IncHI2 responsables de la diseminación de genes blaCTX-M-15 y blaCTX-M-9 (ver los 

apartados 3.2.3.3 y 3.2.1.2). La detección de plásmidos con replicones asociados a plásmidos de 
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distintos grupos de incompatibilidad indica la formación de cointegados. Este fenómeno fue 

observado en distintas ocasiones (plásmidos de tipo IncF e IncHI2) y parece ser frecuente bajo 

determinadas condiciones de selección. 

 

3.1.3. Caracterización de transposones con genes BLEE     

La presencia y diversidad de distintas secuencias de inserción (IS) y transposones 

relacionados con la expresión y diseminación de genes bla fue investigada. Las secuencias de 

inserción identificadas (ISEcP1 e ISCR1 asociadas a genes blaCTX-M e IS26 asociada a genes 

blaSHV) favorecen la expresión de los genes bla a través de la presencia de promotores 

específicos y fueron asociadas a grupos determinados. Las estructuras genéticas que contienen 

estos elementos se encuentran habitualmente localizadas en transposones (generalmente 

derivados de Tn21) y/o plásmidos (ver apartado anterior) que favorecen su diseminación. 

Algunas ISs parecen contribuir también a la diseminación al facilitar distintos fenómenos de 

recombinación genética (IS5075 e IS26) (tabla 5). 

• ISEcP1 fue identificada en una posición anterior a genes blaCTX-M del grupo CTX-M-1 

(blaCTX-M-1, blaCTX-M-3, blaCTX-M-15 y blaCTX-M-32), con excepción de blaCTX-M-10, cuyo gen se 

encuentra localizado en una estructura genética probablemente derivada de fagos (329). La 

distancia nucleotídica intergénica entre las ISs y el gen bla fue variable para cada variante 

analizada: blaCTX-M-3 (46bp), blaCTX-M-15 (49 pb), blaCTX-M-1 (80 pb) y blaCTX-M-32 de (80 pb), 

sugiriendo fenómenos de adquisición independiente de estos genes. El promotor que dirige 

la expresión de estos genes (TTGAAA-17pb-TACAAT) se sitúa a una distancia de 149-185 

pb del codon de iniciación del gen blaCTX-M considerado.  

• ISCR1 fue asociada a los genes blaCTX-M-2 y blaCTX-M-9 localizados en integrones de clase 1 

designados como In35 (número de acceso GenBank AY079169) e In60 (número de acceso 

GenBank AF174129). Estos integrones son derivados de Tn402 localizados en Tn21 (322, 

471). El promotor que dirige la expresión de estos genes (TAAACG-17pb-TAAGAT) fue 

localizado a una distancia de 94-266 pb del codon de iniciación del gen blaCTX-M 

considerado.  

• IS26 fue detectada en plásmidos de los grupos IncFII e IncHI2 portadores de los genes 

blaCTX-M-15 y blaCTX-M-9 respectivamente, donde se encuentró en múltiples copias 

favoreciendo fenómenos de recombinación genética.  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nuccore&id=16357504
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• IS5075 fue identificada en los extremos terminales de transposones mercuriales del subgrupo del 

Tn21 (flanqueando el módulo tnp y el operon mer) localizados en plásmidos de tipo IncA/C2 

(este estudio), o en plásmidos de tipo IncFII (pRMH760) o IncHI1 (pHCM1) (342, 344). Esta IS 

fue idéntica a la encontrada en una variante del transposón Tn1721 identificada en A. baumanii 

(número de acceso Genbank AY196695).  

• Transposones mercuriales derivados de Tn21 fueron asociados a integrones de clase 1 

localizados en plásmidos de los grupos de incompatibilidad IncHI2 (blaCTX-M-9), IncP1-α (blaCTX-

M-9), e IncA/C2 (blaTEM-24), y anteriormente en plásmidos de tipo IncFII multi-resistentes y 

ampliamente diseminados, como es el caso de los plásmidos NR1 (R100) o pC15-1a (portador de 

blaCTX-M-15) (50, 256). Las estructuras identificadas fueron idénticas a Tn21 y a Tn1696 descritos 

anteriormente y estaban asociadas a distintas variantes de integrones de clase 1 derivados de 

Tn402 pertenecientes a diferentes líneas evolutivas (In0 e In2 o In4). La presencia de estos 

elementos en distintos tipos de plásmidos y asociados a diferentes genes bla indica su 

importancia en la actual diseminación de la resistencia a antibióticos y parece contribuir a la 

evolución intra o inter-plasmídica a través de fenómenos de recombinación entre regiones 

homólogas.    

 

3.1.4. Caracterización de integrones   

La mayoría de aislados (n=117/201, 58.2%) contenían integrones de clase 1 (50.7%) y de clase 2 

(7.5%). Los integrones de clase 1 se asociaron a plásmidos en distintas especies, mientras los 

integrones de clase 2 se localizaron en el cromosoma de aislados de E. coli.  

Los integrones de clase 1 fueron clasificados en dieciséis tipos (I-XVI) atendiendo a la 

secuencia de los gene cassettes de su parte variable (tabla 6). Los tipos más comunes fueron el tipo I 

(aadA1), 100% homólogo a Tn21 (número de acceso Genbank AF071413), el tipo IV (dfrA16-aadA2, 

número de acceso Genbank AY259085) en plásmidos específicos IncHI2 o IncP1-α, el tipo II (dfrA1-

aadA1, 99% homólogos a otros en el Genbank) y el tipo VII (aac(6’)-Ib, también designado aacA4, 

99% homólogo al del plásmido pSa, número de acceso Genbank L06822), identificados en plásmidos 

IncA/C2. La localización de los integrones identificados en plásmidos epidémicos y/o transposones 

muy diseminados como Tn21 parece haber influenciado su amplia diseminación en enterobacterias. 

La diversidad de tipos de integrones en K. pneumoniae fue superior a la de E. coli (ratios de 0.5 y 

0.17 respectivamente), confirmando la amplia dispersión de determinados elementos principalmente 

asociados a E. coli.  

 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nuccore&id=30349167
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Tabla 6. Integrones de clase 1 y 2 en aislados de Enterobacteriaceae productoras y no-

productores de BLEE de distintos orígenes del Hospital Universitario Ramón y Cajal (1988-2003) 

Tipo 

integron 

(RFLP) 

Tamaño 

(pb) 
“Gene cassettes” a 

Periodo de 

aislamiento 

Aislados 

productores 

BLEE 

Tipo Plásmido 

Epidémico 

(BLEE) b 

Aislados no-

productores 

BLEE c 

I1 1000 aadA1 1988-2002 SHV-2, SHV-

2a, -12,-13 

CTX-M-9 

TEM-4  

NI d 

 

IncHI2 

IncI1 

C-nBLEE 

V- nBLEE 

II1 1500 dfrA1-aadA1 1997-2002 CTX-M-9 

TEM-24   

CTX-M-14 

CTX-M-10 

SHV-12 

IncHI2 

IncA/C2 

Complejo IncI1 

NT e 

IncI1, IncN 

C-nBLEE 

V- nBLEE 

III1 1800 dfrA12-orfF-aadA2 1997-2002 TEM-12 

SHV-2 

CTX-M-9 

NI 

NI 

FIB 

- 

IV1 1500 dfrA16-aadA2 1996-2003 CTX-M-9 

CTX-M-32 

IncHI2, IncP1-α 

IncN 
- 

V1 950 aadA2 1998 CTX-M-9 IncHI2 - 

VI1 1500 dfrA17-aadA5 1997-2002 SHV-12 

CTX-M-14 

IncI1, IncN  

IncI1 

C-nBLEE 

V- nBLEE 

VII1 800 aac(6’)-Ib (aacA4) 1999-2002 TEM-24 IncA/C2 V- nBLEE 

VIII1 700 dfrA7 2001-2002 SHV-5, -12 NI - 

IX1 800 sat 2001 CTX-M-14 IncI1 - 

X1 1800 IS1- dfrA1-orf 2001 SHV-12 IncI1, IncN  - 

XI1 1900 dfrA5-ereA 2002 CTX-M-14 IncI1 - 

XII1 1900 blaOXA-1-aadA1 1997-2003 NI NI - 

XIII1 1500 dfrA15-aadA1 2003 TEM NI - 

XIV1 2200 
aac(3)-Ia-

orfX...aadA1a 
1994 SHV-5 NI - 

XV1 1000 aadA5 1990 CTX-M-10 NT - 

XVI1 2000 aacA4-cmlA1 1999 TEM-24 IncA/C2 - 

I2 1600 sat-aadA1-orfX 2001 NI NI V- nBLEE 

II2 1900 dfrA1-sat2-aadA1-orfX 1991-2002 CTX-M-9 

CTX-M-14 

SHV-12 

TEM-4 

IncHI2 

Complejo IncI1 

IncI1, IncN  

NT  

C-nBLEE 

V- nBLEE 

III2 2300 estX-sat2-aadA1-orfX 2000 SHV-12 IncI1, IncN - 

  
a Secuencia del integron entre las regiones conservadas 5’CS y 3’CS; b Plásmidos epidémicos asociados al correspondiente 
tipo de integron y a la producción de BLEE, confiriendo por lo tanto un fenotipo de resistencia a cefalosporinas de tercera 
generación; c Aislados no productores de BLEE de orígen clínico (C-nBLEE) y de voluntarios sanos (V-nBLEE); d NI = No 
identificado; e NT = No tipable 
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3.2. Epidemiología molecular de conjuntos evolutivos en Enterobacteriaceae 

productoras de BLEE 

 

En esta sección, profundizaremos en la epidemiología de enterobacterias productoras de 

diferentes β-lactamasas que han dado lugar a situaciones epidémicas a nivel local (CTX-M-9), 

continental (TEM-24), y global (CTX-M-15) con el objetivo de identificar los factores que han 

determinado su amplia y reciente dispersión.   

 

3.2.1. Epidemiología molecular de la resistencia mediada por CTX-M-9 

 

 

Estos resultados forman parte del manuscrito: “Dissemination and persistence of blaCTX-M-9 is 

linked to class 1 integrons containing CR1 associated with defective transposon derivatives from 

Tn402 located in different groups of early antibiotic resistance plasmids”. 2006. Antimicrob Agents 

Chemother. 50 (8): 2741-50” (ver anexo, página 169) 

 

La enzima CTX-M-9 y su entorno genético parcial fueron identificados inicialmente en España por 

Sabaté y col. en 1996 en una cepa de Salmonella de orígen animal aislada en Murcia, constatándose su 

diseminación posterior en hospitales y en reservorios de la comunidad de otras regiones de España y 

Europa (191, 393, 411). Esta BLEE está ampliamente diseminada en nuestro país en la actualidad y ha 

sido detectada sólo de forma esporádica en determinados hospitales de Inglaterra y Francia (487, 

498). El gen blaCTX-M-9 había sido localizado en un integron de clase 1 denominado In60 que contiene 

ISCR1 (previamente denominada orf513 o CR1) y dos copias de la región 3’CS (410, figura 11).  

En este apartado se describe la caracterización molecular del entorno completo del gen blaCTX-M-9 

(integrón, transposón, plásmidos y estructura poblacional de hospedador), y la evolución de los 

aislados productores de CTX-M-9 en este hospital desde 1996 hasta 2003 (322). Este estudio aporta 

una de las pocas descripciones completas de integrones que contienen ISCR1 (348, 471) y de la 

implicación de Tn21, siendo además uno de los primeros estudios que constata el papel de los 

plásmidos conjugativos clásicos en la diseminación actual de la resistencia a agentes antimicrobianos. 

Adicionalmente, constituye un paradigma de diseminación de resistencia causada por transferencia 

horizontal y uno de los pocos ejemplos de evolución plasmídica debida a diferentes procesos de 

recombinación entre estructuras genéticas modulares. 



Capítulo 3 – Resultados 

57 
 

    
5 -CS 3 -CS1“Gene cassettes” Región común In6-In7 Región similar al del cromosoma de

Kluyvera sp.
3 -CS2

IntI1       dfrA16  aadA2 qacE∆∆∆∆1 sul1 ISCR1 blaCTXM-9 orf3-like       IS3000 qacE∆∆∆∆1 sul1  orf5

 

Figura 11. Estructura del In60, integrón de clase 1 que contiene blaCTX-M-9 (número de acceso Genbank 
AF174129). 

 

3.2.1.1. Estructura poblacional de los aislados productores de CTX-M-9 

Los setenta aislados productores de CTX-M-9 detectados en nuestro hospital entre 1996 y 2003 

(66 E. coli, 2 K. pneumoniae, 1 E. cloacae y 1 S. enterica) fueron clasificados en 45 pulsotipos 

diferentes (41 E. coli, 2 K. pneumoniae, 1 E. cloacae y 1 S. enterica), reflejando una gran diversidad 

clonal. Los aislados identificados como E. coli pertenecían tanto a los grupos filogenéticos A y B1, 

asociados al medio extrahospitalario, como a los grupos D y B2 relacionados con el ambiente 

hospitalario (56% vs 44%, respectivamente). La mayoría de las cepas expresaron resistencia a otros 

grupos de antibióticos: sulfamidas (98%), trimetoprim (96%), estreptomicina (96%), tetraciclina 

(93%), ácido nalidixico (73%), y solo un porcentaje de ellas a ciprofloxacino, kanamicina, 

cloranfenicol y gentamicina (49%, 29%, 22%, y 20%, respectivamente). Merece la pena destacar que 

la resistencia a trimetoprim, estreptomicina o sulfamida no fue expresada en todos los 

transconjugantes obtenidos (79%, 71% y 41%, respectivamente) a pesar de la presencia de gene 

cassettes de resistencia a estos antibióticos en el integrón asociado a blaCTX-M-9 en estos aislados.  

 

3.2.1.2. Identificación de los plásmidos que codifican la producción de CTX-M-9 

La transferencia de la resistencia a cefotaxima en los aislados productores de CTX-M-9 por 

conjugación fue constatada en el 76% de los casos estudiados. El gen blaCTX-M-9 fue localizado 

mayoritariamente en plásmidos conjugativos de un peso molecular comprendido entre 70 y 320 kb, 

pertenecientes a los grupos de incompatibilidad IncHI2 (n=26), IncP1-α (n=10), IncFI (n=4) e IncI1 

(n=1). En cuatro casos no se pudo identificar el grupo de incompatibilidad de los plásmidos que 

codifican CTX-M-9, ni por PCR ni por hibridación con sondas específicas para los replicones 

correspondientes a IncP1-α, IncHI2, IncFI e IncI1 (dos plásmidos de aproximadamente 120kb, uno de 

aproximadamente 70 kb y uno de tamaño indeterminado).  

Los plásmidos pertenecientes al grupo IncHI2 fueron aislados de diferentes especies causantes 

de distintos tipos de infección durante todo el período de estudio (1996-2003) y presentaron un 

tamaño variable entre 240 y 320 kb. Los similares patrones de huella dactilar de ADN plasmídico de 

un número representativo de plásmidos IncHI2 obtenidos tras digestión con las enzimas de restricción 

EcoRI y PstI, y la homología del 99% (un solo cambio nucleotídico) en la región de iterones 
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amplificada en seis plásmidos IncHI2 de diferentes tamaños con la del plásmido pR478 (prototipo de 

plásmidos IncHI2, número de acceso a Genbank BX664015), sugiere un orígen común a partir de un 

elemento sometido a diferentes fenómenos de recombinación.  

Una gran mayoría de los transconjugantes en los que blaCTX-M-9 se encuentra localizado en 

plásmidos IncHI2 contenían más de un plásmido (n=19/26) mayoritariamente del grupo IncF. En dos 

casos, se detectó la presencia de replicones correspondientes a IncHI2 e IncF en una misma banda de 

ADN correspondiente a los transconjugantes digerido con I-CeuI, reflejando probablemente la 

formación de co-integrados. En uno de los casos, las sondas hibridaron en una misma banda 

plasmídica de un tamaño de 320 kb, mientras en el otro caso las sondas hibridaron en una banda 

cromosómica de aproximadamente 330kb, reflejando probablemente la integración del plásmido al 

cromosoma bacteriano. La caracterización de algunos plásmidos IncHI2 aparece ilustrada en la figura 

12.  

Los plásmidos IncP1-α se aislaron tanto de pacientes ambulantes como de pacientes 

hospitalizados en áreas médicas entre los años 1998 y 2003. En este caso, todos los plásmidos 

presentaron un tamaño similar de aproximadamente 100 kb, unos patrones de huella dactilar muy 

similares e idéntica secuencia del replicon amplificado, que exhibía una homología de 100% con la 

del plásmido pRK2 (el prototipo de los plásmidos IncP1-α, número de acceso Genbank M20134), 

reflejando la diseminación de un mismo plásmido a lo largo del tiempo. De forma análoga a lo que 

ocurre con los aislados productores de CTX-M-9 en los que el gen blaCTX-M-9 está localizado en 

plásmidos IncHI2, los plásmidos del grupo IncF fueron también identificados en la mayor parte de los 

aislados en los que el gen blaCTX-M-9 se encuentra localizado en plásmidos IncP1-α.  

Aunque la presencia de plásmidos IncF en aislados productores de CTX-M-9 fue frecuente, la 

localización del gen blaCTX-M-9 en plásmidos de este tipo solamente se detectó en cuatro aislados de 

los años 2001-2002. Estos plásmidos contenían replicones de tipo repFIB y repFII, tenían un tamaño 

molecular comprendido entre 140-160 kb y se clasificaron como pertenecientes al grupo IncF. Los 

amplicones correspondientes al grupo de incompatibilidad IncI1 fueron también frecuentemente 

identificados en aislados productores de CTX-M-9 de esta colección (n=11), mayoritariamente en 

cepas que contenían plásmidos de tipo IncP1-α, aunque su asociación a blaCTX-M-9 fue identificada en 

un único aislado (120kb). 
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3.2.1.3. Caracterización de integrones asociados a Tn402 

La diversidad de integrones de clase 1 asociados a blaCTX-M-9 y su relación con Tn402 fue 

investigada por PCR y posterior secuenciación de los fragmentos analizados (figura 13, figura 23). 

Los integrones fueron clasificados en 6 tipos o variantes designadas con letras mayúsculas (A-F) en 

base a la secuencia conocida de In60 (número de acceso GenBank AF174129) y en 8 subtipos 

designados con números (1-8) en base al contenido en IS1326, IS1353, IS6100 y orf5, que refleja la 

asociación de las variantes de In60 a los distintos derivados de Tn402 conocidos (tabla 7):   

• Tipo A, análogo al prototipo In60 (n=35). La secuencia de la parte variable de este integrón 

(dfrA16-aadA2) es idéntica a la del integrón (In36) identificado en aislados portadores de 

qnrA descritos en China y América del Norte en 2003 (número de acceso Genbank 

AY259085, 483) 

• Tipo B, con diferencias en las secuencias localizadas río abajo de blaCTX-M-9 (n=4) 

• Tipo C, con un contenido de gene cassettes diferente al de In60 (n=3). La secuencia de la 

parte variable (aadA1) es idéntica a la del integrón de Tn21, descrito en 1957 (número de 

acceso Genbank AF071413) 

• Tipo D, con un contenido de gene cassettes diferente al de In60 (n=1). La secuencia de la 

parte variable (dfrA12-orfX-aadA8) es idéntica a la del integrón identificado en aislados 

fecales humanos de Australia en 2005 (162) 

• Tipos E y F, con presuntas delecciones de la zona 5’CS-3’CS (n=2) 

El análisis de la región 3’-CS2 de estos integrones por PCR solapantes y secuenciación de 

regiones específicas permitió identificar las variantes de Tn402 correspondientes a los integrones tipo 

In2 (presencia de IS1326 y de IS1353) e In0 (presencia de IS1326), correspondientes a los subtipos 1 

y 2 respectivamente (61). Los aislados que mostraron ausencia de orf5 fueron analizados para 

comprobar la presencia del módulo completo de Tn402 (tniR-tniQ-tniB-tniA), previamente descrito en 

plásmidos contemporáneos de distintos grupos de incompatibilidad como IncP1-α y/o diferentes 

transposones mercuriales como Tn5058 (295, 447, 455), no habiéndose encontrado en ninguno de los 

analizados. 

 

 

 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nuccore&id=16357504
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Tabla 7. Caracterización de variantes de integrones de clase 1 por PCR solapantes basadas en la 
estructura de In60 y de secuencias relacionadas con Tn402 

 

    
Amplificación de productos de PCR con cebadores 

específicos 
Presencia de orf asociadas a integrones de clase 1 

 

Tipo a Subtipo b Aislados P59-P60 c P61-P62 P63-P64 P65-P66 P67-P68 IS1326 IS1353 IS6100 orf5  
A 1 n=12 + + + + + + + - + 
            
 2 n=4 + + + + + + - - + 
            
 3 n=2 + + + + + - - - + 
            
 4 n=15 + + + + + - - - - 
            
 5 n=1 + + + + + - - + + 
            
  6 n=1 + + + + + - - + - 

            
B 3 n=3 + + + + - - - - + 
            
 4 n=1 + + + + - - - - - 
                        
C 1 n=1 + d 

+ + + + + + - + 

 2 n=1 + d 
+ + + + + - - + 

 7 n=1 + d 
+ + + + + + - - 

                        
D 8 n=1 + d 

+ + - - + + + - 
            

E 4 n=1 - - + + + - - - - 
            

F 4 n=1 - - - + + - - - - 
  

a, b Tipos y subtipos de In60 identificados de acuerdo con diferencias en el contenido en gene cassettes en la region 
5’CS-3’CS, en las secuencias río abajo de blaCTX-M-9 y variaciones en el módulo tni; c Cebadores diseñados en base a 
la secuencia de In60 (tabla 12); d Tamaño de la zona variable del integrón diferente al esperado. 

 

In60

IntI1 dfrA16 aadA2 sul1 qacE∆1 ISCR1 blaCTX-M-9 IS3000orf-3-like sul1 qacE∆1 tniAtniB∆1IS1353 IS1326orf5

Operon mer

E  D            A           C    P  T    R tnpA              tnpR   tnpM

Módulo Transposición

100% homología con tnpTn21 (#AF071413) 100% homología con merTn21 (#AF071413)

59 60 63

61 62

64

65 66

67 68 69 73 74 80

72 7684 70

 

Figura 13. Representación esquemática del elemento que contiene blaCTX-M-9. Las barras verticales representan 

secuencias repetidas invertidas (IR) del integrón In60 (gris) o del transposón Tn21 (negro). Los círculos representan 

las secuencias de 59pb de los gene cassettes correspondientes. Los cebadores se incluyen en la tabla 12. 
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La caracterización del promotor del gen intI1 (integrasa) en aislados  representativos de cada 

tipo de integrón reveló la presencia de dos promotores diferentes que presuntamente dirigen la 

transcripción de los gene cassettes. Estos promotores son homólogos a los de los integrones In28 e 

In4, tradicionalmente conocidos como variantes débil y fuerte, respectivamente (347).  

La región intergénica sul1-ISCR1 de 405 pb descrita en otros integrones de clase 1 que 

contienen ISCR1 como In35, In37, In38 o In117 (números de acceso Genbank AY079169, 

AY259086, AY162283 y DQ125241, respectivamente) fue detectada en todos los aislados estudiados. 

La secuencia río abajo a IS3000 no pudo ser identificada, aunque la hibridación positiva con sondas 

correspondientes a secuencias intragénicas de IS3000 y de Tn402/tni en un único fragmento de ADN 

correspondiente a alguno de los aislados estudiados indica la presencia de estos dos fragmentos en un 

mismo elemento genético (datos no mostrados).  

Las regiones río abajo y río arriba del gen blaCTX-M-9 en aislados correspondientes a los subtipos 

designados como 4, 5, 7 y 8 según nuestro esquema de PCR solapadas no pudieron ser determinadas, 

aunque la región tniB-tniA fue amplificada en dos aislados del subtipo 4 (In60E-4 e In60F-4) 

localizada en plásmidos del grupo de incompatibilidad IncHI2. Estas secuencias fueron idénticas a las 

de Tn5058, un transposón mercurial derivado de Tn5053 (número de acceso Genbank Y17897), 

aunque su asociación con In60 no pudo ser establecida.  

 

3.2.1.4. Asociación del In60 al Tn21 

La presencia de merA, observada en el 47% de los aislados sugirió inicialmente una posible 

relación de In60 con transposones mercuriales de la familia Tn21, ampliamente distribuídos en 

Enterobacteriaceae (256). La presencia del brazo izquierdo completo del transposón Tn21 (tnpA-

tnpR-tnpM) fue identificada en aislados correspondientes a los tipos In60 A-1, B-3, C-1 y C-2, 

asociados a plásmidos de los grupos de incompatibilidad IncP1-α e IncHI2 aunque fue variable en 

aislados portadores de la variante de In60 B-3. La presencia del brazo derecho del transposón (operon 

mer) fue detectada en todos los aislados en los que blaCTX-M-9 se asoció a plásmidos IncP-1α, en un 

número variable en los que estaba asociada a plásmidos IncHI2, estando ausente cuando el gen se 

localizó en plásmidos IncFI.  
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3.2.2. Epidemiología molecular de la resistencia mediada por TEM-24 

 

Estos resultados forman parte del manuscrito “A multi-resistant IncA/C2 plasmid containing Tn21 y 

Tn1696 derivatives causes international spread of TEM-24 among Enterobacteriaceae” (en preparación) 

(ver anexo página 169). Presentado en el 18th European Congress of Clinical Microbiology and 

Infectious Diseases, Barcelona, Abril 2008. 

 

3.2.2.1. Estructura poblacional de los aislados productores de TEM-24 

Los 28 aislados productores de TEM-24 analizados fueron identificados como E. aerogenes 

(n=13), E. coli (n=6), K. pneumoniae (n=6), P.mirabilis (n=2) y K. oxytoca (n=1). Los aislados de E. 

aerogenes, K. pneumoniae y P. mirabilis, correspondían a pulsotipos únicos mientras que los de E. 

coli fueron genéticamente diversos: 6 pulsotipos correspondientes a los grupos filogenéticos D (n=4) 

y A (n=2) (tabla 8). El clon de E. aerogenes identificado fue idéntico al previamente detectado en 

algunos hospitales de España, Portugal, Francia y Bélgica (72, 115, 117, 154, 268), indicando la 

dispersión clonal de esta cepa en diferentes países. Un estudio ha identificado la presencia del clon de 

E. aerogenes en aislados humanos de orígen hospitalario no productores de BLEE (130).  

Todas las cepas presentaban un patrón de resistencia a cloranfenicol, sulfamidas, trimetoprim, 

aminoglucósidos (estreptomicina, kanamicina, netilmicina, tobramicina, y reducida susceptibilidad a 

amikacina), quinolonas (ciprofloxacina y ácido nalidixico), y tetraciclina. Los transconjugantes 

exhibían un patrón de resistencia a cloranfenicol, sulfamidas, trimetoprim, y la mayoría de ellos a 

aminoglucósidos (kanamicina, netilmicina y tobramicina). La resistencia a amikacina (71%), 

Se han descrito más de 100 variantes de enzimas de tipo TEM desde la primera descripción de CTX-1 

(TEM-3) en 1984 (http://www.lahey.org/studies/webt.htm), las cuales derivan de TEM-1 y TEM-2 por 

mutaciones puntuales. Algunas variantes (TEM-3, TEM-4, TEM-10, TEM-24, TEM-52) se encuentran 

ampliamente diseminadas en humanos y animales de consumo alimentario de determinadas áreas 

geográficas habiendo causado brotes epidémicos en el ámbito hospitalario y/o comunitario (10, 23, 87, 95, 

115, 117, 268, 360).  

TEM-24 constituye una de las BLEE de tipo TEM más frecuentemente identificadas en hospitales de 

diferentes países de Europa. Su amplia diseminación se ha relacionado principalmente con la dispersión 

de un clon de E. aerogenes resistente a múltiples antibióticos causante de infecciones de adquisición 

nosocomial aunque también se ha detectado en otras especies como K. pneumoniae, E. coli, P. mirabilis, 

Proteus vulgaris, C. freundii, S. marcescens, P. rettgeri, Aeromonas sp., y P. aeruginosa (115, 165, 275, 

276, 277, 311, 312).  

En el presente estudio se analizaron a nivel molecular aislados de enterobacterias productoras de TEM-24 

en hospitales de España, Portugal, Francia y Bélgica (1998-2004). 

http://www.lahey.org/studies/webt.htm
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ciprofloxacina (71%), ácido nalidixico (68%), estreptomicina (64%), tetraciclina (61%), y 

gentamicina (3.6%) fue variable y frecuentemente no transferible. Este perfil de multiresistencia 

observado fue similar al descrito en otros estudios de cepas y/o plásmidos productores de TEM-24 

(72, 117, 154, 175, 268, 275, 311). 

 

3.2.2.2. Identificación de los plásmidos que codifican la producción de TEM-24 

En todas las especies y clones estudiados, el gen blaTEM-24 fue localizado en un plásmido 

conjugativo del grupo de incompatibilidad IncA/C2 identificado en base a la secuencia de su orígen 

de replicación (100% idéntica a la del plásmido p2039, número de acceso al Genbank AM087198) y 

de un tamaño aproximado de 180kb. La similitud en los patrones de huella dactilar de ADN 

plasmídico de distintas especies de Enterobacteriaceae obtenidos por digestión enzimática indican la 

dispersión de un plásmido común portador del gen blaTEM-24 en España, Portugal, Francia y Bélgica. 

La identificación del mismo plásmido en aislados de diferentes especies (E. coli y E. aerogenes) del 

mismo paciente, indica también una eficiente transferencia in vivo de este elemento genético, 

fenómeno que ha sido observado en otros estudios donde se han aislado diferentes especies de 

Enterobacteriaceae (E. aerogenes, K. pneumoniae, P. vulgaris, P. mirabilis, S. marcescens, C. 

freundii y Aeromonas sp.) (275, 276, 277, 311, 312).  

 

3.2.2.3. Caracterización de integrones y su asociación con derivados de Tn402 y Tn21  

La presencia de integrones y transposones y su relación con la resistencia a distintos antibióticos 

fue investigada por PCR y posterior secuenciación de los fragmentos obtenidos en los 

transconjugantes (ver materiales y métodos apartado 7.1.9.3, 268).  

Se identificaron tres tipos de integrones de clase 1 de 0.8kb (tipo VII) y de 1.2kb (tipos II y 

XVI) en transconjugantes representativos de distintos clones cuyo contenido en gene cassette 

explicaría la resistencia a trimetoprim (dfr), estreptomicina (aad), cloranfenicol (cmlA1) y de los 

aminoglucósidos kanamicina, netilmicina, tobramicina y amikacina (aacA4):   

i)  Tipo VII (aacA4, también designado aac6’-Ib o 6’-N-acetiltransferasa). Su secuencia es 99% 

homóloga al del integrón del primer plásmido de resistencia a antibióticos pSa (designado 

también como NR1 o R100 y prototipo de los plásmidos del grupo de incompatibilidad FII) 

identificado en S. flexneri en el año 1957 y ampliamente diseminado en plásmidos 

contemporáneos de distintos grupos de incompatibilidad (número de acceso Genbank L06822)  

ii)  Tipo XVI (aacA4-cmlA1), La secuencia del gen aacA4 fue distinta a la descrita anteriormente 

(3 cambios nucleotídicos), y a su vez también 99% homóloga a la del prototipo presente en el 

plásmido pSa (número de acceso Genbank L06822). La de cmlA1 fue 99% homóloga al 

encontrado en el integrón de clase 1 In4 (número de acceso Genbank U12338) 



Capítulo 3 – Resultados 

65 
 

 iii)  Tipo II (dfrA1-aadA1). La secuencia fue 99% homológa a otras en el Genbank; la secuencia 

de aadA1 es idéntica a la que se encuentra localizada en el integrón de clase 1 In2 en el Tn21 

(número de acceso Genbank AF071413) 

 

Estos integrones fueron identificados como parte de variantes defectivas de Tn402 de la 

familia In0-In2-In5 (aacA4-cmlA1 o dfrA1-aadA1) y de la familia In4 (dfrA1-aadA1 o aacA4), en 

base a la secuencia del promotor del gen intI1 y del módulo tniTn402 (figuras 15 y 23, 347). Las 

diferencias en el número y/o contenido de los gene cassettes justificarían ligeras variaciones en el 

perfil de sensibilidad observado en distintos aislados. La región río abajo de 3’CS, tniB-tniA, IRi e 

IRt de los Tn402 de tipo In0 fueron idénticas a las del plásmido pVS1, un plásmido no-conjugativo 

de P. aeruginosa y que contiene el transposón mercurial Tn501 (61, 439).  

La caracterización detallada de la región río abajo de 3’CS del Tn402 clasificado como de la 

familia In4 permitió identificar una nueva variante, en la cual parece haberse deletado la primera 

copia de IRt del integrón y la copia de la secuencia ∆IS6100, localizadas río arriba y río abajo de la 

copia completa de IS6100 respectivamente en el prototipo In4 (número de acceso GenBank U12338). 

Esto podría indicar la importancia de los fenómenos de recombinación y delección en la 

diversificación de miembros de esta familia, como indican estudios anteriores para otros elementos 

(237, 346, 348).  

 

Las variantes de Tn402 fueron caracterizadas en detalle en dos transconjugantes de E. coli, 

demostrándose su asociación con transposones mercuriales de la familia Tn21 (figura 14).  

• El Tn402 de la familia In0 fue identificado en un derivado de Tn21 cuyos módulos de tni y de 

operon mer tenían una secuencia 100% idéntica a la del Tn21 de los plásmidos de 

multirresistencia NR1 o R100 (IncFII) y pHCM1 (IncHI1) (256, 342, números de acceso 

Genbank AP000342 y AL513383, respectivamente).  

 

• El Tn402 de la familia In4 fue asociado a distintos entornos genéticos en las cepas analizadas. 

En uno de los casos, esta variante correspondió a un transposón derivado de Tn21 compuesto de 

un módulo tnp idéntico al de Tn21 (número de acceso Genbank AF071413) y de un operon mer 

idéntico al del transposón Tn1696 (número de acceso Genbank U12338). En otro aislado, la 

variante de In4 fue asociada al transposón Tn1696, cuyos módulos mer1696 y tnp1696 son 

idénticos a los del Tn1696. El tnp1696 aparece truncado por la inserción de un transposón Tn1, 

compuesto por el gen blaTEM-24 y los genes tnpA y tnpR, que mostraron 100% homología a los 

del Tn1 (número de acceso GenBank L27758). 

http://aac.asm.org/cgi/external_ref?access_num=AP000342&link_type=GEN
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En los extremos terminales de Tn21 y truncando las IR del transposón se identificó la secuencia 

de inserción IS5075, perteneciente a la familia IS1111 (343). Estas ISs se insertan dentro o fuera de 

las secuencias invertidas terminales (38pb) de los transposones mercuriales de la familia Tn21, 

habiéndose sugerido un papel determinante en la movilidad de estos elementos (343, 459). Las 

secuencias fueron idénticas a las descritas en un transposón derivado de Tn1721 encontrado en A. 

baumanii (número de acceso Genbank AY196695) y 99% homóloga a variantes descritas en otros 

plásmidos de tipo IncA/C2 (pCC416), IncFII (pRMH760) e IncHI1 (pHCM1) (números de acceso 

Genbank AJ704863, AY123253 y AL513383, respectivamente) (89, 342, 344). 

La asociación entre Tn21 y Tn1696 formando parte de un elemento modular de mayor tamaño 

no puede ser descartada. La presencia de elementos de resistencia que incluyen estos dos 

transposones ha sido observada en plásmidos de los primeros aislados resistentes a antibióticos (309, 

344).  

Otro elemento genético relacionado con el fenotipo de resistencia a antibióticos de este plásmido 

fue el gen sul2, cuya asociación a entornos genéticos conocidos (ISCR2-sul2 o derivados de Tn5053 

o al plásmido RSF1010) ampliamente distribuídos entre plásmidos conjugativos y no-conjugativos no 

pudo ser verificada (386, 460,).   

 

En resumen, la diseminación de blaTEM-24 en diferentes países está causada por la dispersión de 

cepas epidémicas de E. aerogenes, K. pneumoniae o P. mirabilis, así como de un plásmido epidémico 

de amplio espectro perteneciente al grupo de incompatibilidad IncA/C2. El fenotipo de 

multirresistencia observado ha sido asociado a plataformas genéticas conocidas (derivados de Tn402 

y transposones mercuriales) ampliamente distribuídas en plásmidos de distintos grupos de 

incompatibilidad, indicando su importancia en la diseminación de la resistencia a antibióticos en 

nuestro entorno.   

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nuccore&id=149850107
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nuccore&id=16505740
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3.2.3. Epidemiología molecular de la resistencia mediada por enzimas de la familia CTX-M-1       

 

 

 

A partir de este estudio se originaron dos publicaciones (ver anexo página 169)  

      

“Emergence and dissemination of CTX-M-1-like-producing Enterobacteriaceae in Spain is 

caused by IncFII (CTX-M-15) and broad host range (CTX-M-1,-3,-32) plasmids”. 2007. Antimicrob 

Agents Chemother. 51(2): 796-9”  

 

“Dissemination of clonally related Escherichia coli strains expressing the extended spectrum β-

lactamase CTX-M-15”. 2008. Emerging Infectious Diseases. 14(2): 195-200” 

 

 

Los enzimas del grupo CTX-M-1 (CTX-M-1, -3, -10, -11, -12, -15, -22, -23, -28, -29, -30, -32, -33, -34, -36, 

-37, -42, -52, -53, -54, -55, -58, -60, -61, -66; -68) constituyen las cefotaximasas más frecuentemente 

detectadas en todos los continentes debido a la diseminación pandémica de variantes específicas como 

CTX-M-1, CTX-M-3 o CTX-M-15. 

Los genes que codifican las enzimas de este grupo se encuentran asociados a ISEcP1 (239, 375), con la 

excepción de blaCTX-M-10 de aislados españoles descrito en un elemento genético relacionado con fagos 

(329). Algunos de estos genes se encuentran ampliamente diseminados habiéndose descrito brotes 

epidémicos de aislados productores de CTX-M-1, CTX-M-3 o CTX-M-15 en distintas regiones geográficas 

(19, 45, 289, 314). Otras, como CTX-M-32, están muy relacionadas con brotes epidémicos en animales y el 

compartimento extrahospitalario (56, 337).  

Los aislados productores de CTX-M pertenecientes al grupo CTX-M-1 fueron detectados por primera vez 

en España en nuestra institución en 1991 y correspondían al enzima CTX-M-10 (328). Hasta 2000 no se 

detectaron otras variantes de este grupo, que fueron identificadas como CTX-M-1, CTX-M-3, CTX-M-15 y 

CTX-M-32 en distintos hospitales simultáneamente (este estudio, 80, 337, ver figura 8). 

La caracterización del entorno de los genes que codifican su producción y la identificación de los 

plásmidos que los vehiculan permitió confirmar el papel fundamental de los plásmidos conjugativos de los 

grupos de incompatibilidad clásicos en la diseminación de genes que codifican la producción de enzimas 

del grupo CTX-M-1, demostrándose una asociación de cada una de estas BLEE a plásmidos específicos: 

CTX-M-32 e IncN,CTX-M-1 e IncL/M, CTX-M-3 e IncA/C2 y CTX-M-15 e  IncFII. 
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3.2.3.1. Epidemiología de aislados productores de enzimas tipo CTX-M-1, -3, -32 

Dieciséis aislados de E. coli productores de CTX-M-1 (n=9), CTX-M-3 (n=1) y CTX-M-32 

(n=5) identificados en nuestra institución entre 2000 y 2002 y en Polonia, productor de CTX-M-3, 

(1996) fueron clasificados en 10 pulsotipos correspondientes a CTX-M-32 (n=5), CTX-M-1 (n=3) y 

CTX-M-3 (n=2). La mayoría de estos aislados se asignaron a los grupos filogenéticos B2 y D 

asociados a E. coli patogénicos extraintestinales y al compartimento hospitalario (B2, 44.4%; D, 

33.3%), mientras los filogrupos A y B1, relacionados a E. coli comensales de humanos o animales 

representaron el 11.1% cada uno. 

Los aislados productores de CTX-M-32 fueron identificados como E. coli de los grupos 

filogenéticos: A (n=1), B1 (n=1), B2 (n=1) y D (n=2) y expresaron resistencia a cefalosporinas de 

tercera generación, tetraciclina (80%), ácido nalidíxico (60%) y sulfamidas (40%).  

Un único plásmido de 40kb de tipo IncN con un replicon idéntico al del plásmido R46 (prototipo 

de los plásmidos del grupo de incompatibilidad IncN, número de acceso Genbank AY046276) fue 

identificado en todos los aislados estudiados. 

Los aislados productores de CTX-M-1 fueron identificados como E. coli de los grupos 

filogenéticos B2 (n=2, 66.7%) y D (n=1, 33.3%). Una cepa epidémica de E. coli perteneciente al 

filogrupo B2 fue identificada en la UVI de cardiopediatría de nuestro hospital durante un período de 

11 meses (2001-2002). Además, dos aislados con pulsotipos diferentes fueron recuperados de un 

mismo paciente. Estos aislados expresaron resistencia a cefalosporinas de tercera generación, 

estreptomicina, trimetoprim y sulfamidas.  

El gen blaCTX-M-1 fue localizado en plásmidos de los grupos IncL/M (n=2) e IncN (n=1). El 

replicon del plásmido IncL/M (50kb) presentaba un 99% de homología con el del plásmido de 

referencia pMU604 de K. pneumoniae (número de acceso Genbank U27345). El plásmido IncN 

(40kb) que contiene blaCTX-M-1 tenía un patrón de huella dactilar idéntico al del plásmido IncN que 

contiene blaCTX-M-32. La identificación de un entorno genético común respecto al plásmido y la 

secuencia río arriba de los genes blaCTX-M-1 y blaCTX-M-32 (ISEcp1-IS5-blaCTX-M) parece indicar un 

orígen común para estos dos genes y la evolución in vivo del plásmido, como parece haber ocurrido 

en otros contextos (blaCTX-M-3 y blaCTX-M-15) (206).  

Los aislados productores de CTX-M-3 estudiados procedentes de España y Polonia, mostraron 

distintos perfiles de sensibilidad. El aislado recuperado en nuestra institución fue asociado al grupo 

filogenético B2 y confería resistencia a ácido nalidixico, mientras el transconjugante portador de 

blaCTX-M-3 de Polonia fue resistente a aminoglucosidos, sulfamidas y trimetoprim.  

El gen blaCTX-M-3 se asoció a plásmidos de los grupos IncA/C2 (120kb, España) e IncL/M (170kb, 

Polonia). La secuencia del replicón del aislado español fue idéntica a la del plásmido p2039 de S. 

enterica aislado en los Estados Unidos en 1997 (número de acceso Genbank AM087198), que se 
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diferencia de la del prototipo IncA/C2 (plásmido RA1, número de acceso Genbank X73674) en 27 

nucleotidos/3 aminoácidos respecto al plásmido de referencia.  

 

3.2.3.2. Epidemiología de aislados productores de CTX-M-15 

Cincuenta y dos aislados clínicos (44 E. coli, 8 K. pneumoniae) y 6 plásmidos productores de 

CTX-M-15 procedentes de 7 países de distintos continentes (Francia, España, Portugal, Suiza, India, 

Kuwait y Canadá) fueron estudiados (2000-2005). Los aislados de E. coli se agruparon en los 

filogrupos B23 (n=22, 50%), D1 (n=11, 25%), A1 (n=8, 18%) y B1 (n=3, 7%). Los subgrupos B23, A1 

y D1 son los más frecuentes dentro de los grupos filogenéticos B2, A y D, respectivamente.  

Se identificaron 32 pulsotipos de E. coli (B23, n=13; D1, n=10; A1, n=6; B1, n=3). Entre los 13 

pulsotipos del grupo filogenético B2, 9 de ellos (correspondientes a 18 aislados de Francia, Canadá, 

España, Portugal, Kuwait y Suiza) presentaron patrones de huella dactilar con ≤6 bandas de diferencia 

y una similitud > 80% que sugirió una relación clonal (ver figura 15). Todos ellos fueron asignados a 

la secuencia tipo (ST) ST131. Los otros cuatro pulsotipos B2 (n=5 aislados) fueron identificados 

como ST695 (un aislado de Francia), ST28 (un aislado de Suiza), ST354 (un aislado de España y otro 

de Portugal) y ST405 (un aislado de Portugal). La mayoría de los aislados de E. coli B23 (n=16) 

correspondían a aislamientos de orinas, de los cuales todos excepto 3 pertenecieron al ST131. Cuatro 

de los aislados B23 fueron identificados en muestras de heridas (n=2) correspondientes a los ST354 y 

ST28, respiratoria (n=1) y en heces (n=1), ambas identificadas como ST131.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15. Discriminación de aislados productores de CTX-M-15. 

Líneas 1 Y 17, marcador marcador λ-ladder PFG (New England Biolabs 

Inc., Ipswich, EUA); líneas 2-16,  digestiones de ADN genómico con XbaI. 
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Los 11 aislados pertenecientes al filogrupo D1 presentaron una gran diversidad de patrones de 

macrorrestricción utilizando la técnica de PFGE (11 aislados / 10 pulsotipos). Las secuencias del gen 

fumC fueron identificadas como los alelos 4 (n=1), 13 (n=1), 26 (n=2), 88 (n=1) y 132 (n=1). Ninguna 

de las variantes de fumC identificadas presentó el cambio C288T descrito en fumC35, característico 

del grupo clonal A (CgA) de E. coli responsable de infecciones urinarias de orígen comunitario 

(ST69) (209, 451). Cinco aislados procedentes de Kuwait (n=2), Suiza (n=2) y España (n=1) 

pertenecieron al ST405 (fumC37). Todos los aislados de tipo B1 (n=3) fueron detectados en Francia. 

Se detectó también un clon epidémico de K. pneumoniae aislado en 6 pacientes en diferentes unidades 

y UVIs durante un periodo de 18 meses (desde 2002 hasta 2004).  

Las cepas salvajes que producen CTX-M-15 (E. coli y K. pneumoniae) fueron resistentes a 

tobramicina (89%), kanamicina (87%), ácido nalidíxico (78%), tetraciclina (69%), gentamicina 

(69%), estreptomicina (58%), ciprofloxacino (54%), trimetoprim (52%), sulfonamidas (50%), 

cloranfenicol (19%), nitrofurantoína (12%) y amikacina (11%). Todos los transconjugantes  

expresaron resistencia a cefalosporinas de tercera generación, aminoglucósidos, tetraciclina o 

trimetoprim.  

Los aislados productores de CTX-M-15 contenían blaOXA-1 y aac(6’)-Ib-cr con la excepción de 

un aislado que solo tenía aac(6’)-Ib-cr y otro que contenía blaOXA-1 y aacA4, lo que determina una 

reducida susceptibilidad a amikacina, kanamicina y netilmicina.  

 

3.2.3.3. Caracterización de los plásmidos que codifican la producción de CTX-M-15 

El gen blaCTX-M-15 fue transferido por conjugación o transformación en el 37% de los casos. En 8 

aislados de E. coli asociados a 7 pulsotipos (3 correspondientes a B23-ST131, uno a D1-ST405, dos al 

filogrupo D1 y uno al filogrupo A1), el gen blaCTX-M-15 estaba localizado en el cromosoma, aunque 

también se identificaron plásmidos de tipo IncFII. En otros dos aislados, la sonda blaCTX-M-15 hibridó 

tanto en el plásmido IncFII como en el cromosoma (un aislado del grupo D1-ST405 y otro del 

filogrupo B1).  

Todos los plásmidos que codifican CTX-M-15 fueron identificados como IncFII a pesar de la 

diversidad de tamaño (85-160kb), perfiles de huella dactilar y contenido de replicones (FII, FII+FIA, 

FII+FIA+FIB). Los tres plásmidos mayoritarios fueron arbitrariamente designados plásmido A 

(85kb), plásmido B (120kb) y plásmido C (85kb) (ver figura 16).  

 

El plásmido A (85kb) se identificó en aislados de E. coli-B2 de correspondientes a ST131, 

ST354 y ST405 de cuatro países distintos (India, Francia, Portugal y España). El plásmido C (85kb) 

se identificó entre aislados de E. coli de los filogrupos B2 y D no relacionados clonalmente y 

procedentes de Suiza, Canadá y Francia. El plásmido B (120kb) solamente se encontró en E. coli del 

ST131, ampliamente diseminado en todos los países estudiados.  
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El análisis de las secuencias de replicones permitió identificar cuatro tipos diferentes de repFII 

designados como repFII(1), repFII(2), repFII(3) y repFII(4):  

i) repFII(1), es el más frecuente (identificado en 23 plásmidos) y su secuencia idéntica a la de los 

plásmidos R100 y pC15-1a (derivado de R100 contemporáneo), plásmidos multiresistentes 

ampliamente diseminados en enterobacterias (números de acceso Genbank AP000342 y 

AY458016, respectivamente) 

ii) repFII(2), detectado en 6 plásmidos. Su secuencia mostró un 99-100% homología con el 

replicon del plásmido pRSB107, un plásmido de multiresistencia aislado en aguas residuales en 

Alemania (número de acceso Genbank AJ851089), y un 87% de homología con repFII(1) 

iii) repFII(3), detectado en dos plásmidos. Su secuencia muestra una homología de 98% con la 

del plásmido pTUC100 (número de acceso GenBank AY091607), asociado a la producción de 

una microcina y cuyo replicon es similar al del plásmido R100, y un 93% de homología con 

repFII(1) 

iv) repFII(4), observado en 7 plásmidos. Su secuencia muestra una homología de 96% con la del 

plásmido p1658/97, responsable por un brote epidémico de aislados de E. coli productores de 

SHV-5 en Polonia (número de acceso GenBank AF550679), y un 96% homología con 

repFII(1) 

El análisis de la región copA de estos plásmidos, implicada en la incompatibilidad de los mismos 

(334), indicó la agrupación de estas secuencias en 3 grupos designados como “a”, “b” y “c”, que se 

asociaron a los distintos subtipos de plásmidos: “a” y repFII(1), “b” y repFII(2) o repFII(4), y “c” y 

repFII(3), indicando una probable relación entre los replicones de tipos repFII(2) y repFII(4). 

Todas las secuencias de repFIA y repFIB mostraron un grado de homología del 99%-100% con 

las del plásmido pRSB107 del grupo IncFII (número de acceso Genbank AJ851089).  

 

Los patrones de huella dactilar de plásmidos representativos de cada uno de los tipos de repFII 

fueron comparados. El análisis bioinformático de los perfiles obtenidos y de las secuencias de los 

replicones repFII permitieron agrupar los plásmidos en tres grandes grupos (I-III), presentando un 

grado de similitud superior a 70%: 

 

• Grupo I, comprende la mayor parte de los plásmidos, e inclye los tipos A (85kb) y B (120kb), y 

la mayoría de los que presentan repFII(1), copA de tipo “a”, con un contenido de otros 

replicones variable.  

• Grupo II, en el cual se agrupan solamente los plásmidos de tipo C y sus derivados, que 

contienen solamente repFII (de tipo variable) y copA de tipos “b” y “c”. 
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• Grupo III, donde se incluyen plásmidos que contienen el replicon repFII(2), copA de tipo “b”, y 

presentan los replicones FIA y FIB (figura 17). 

 

En resumen, el análisis del entorno genético de los genes codificantes de las enzimas del grupo 

CTX-M-1 refleja una heterogeneidad de las regiones entre ISEcP1-bla y una asociación de los 

diferentes genes bla con distintos tipos de plásmidos en que están localizados, sugiriendo diferentes 

eventos de movilización y diseminación a partir de un gen. Aunque menos frecuente, la evolución in 

vivo de determinados genes bla parece contribuir también a la diversidad de éstas enzimas como 

demuestra el caso de blaCTX-M-1 a blaCTX-M-32. Además, este estudio indica que la diseminación 

pandémica de blaCTX-M-15 parece estar relacionada con la dispersión de clones particulares 

ampliamente distribuídos que pertenecen a los grupos clonales ST131 y ST405 (grupos B2 y D, 

respectivamente) y a su localización en plásmidos multiresistentes del grupo de incompatibilidad 

IncFII. 
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Figura 16. Perfiles de huella dactilar de 
plásmidos productores de blaCTX-M-15 tras 
digestión con HpaI. Patrones 
representativos de plásmidos IncFII (85kb 
y 120kb). Línea 1, marcador λ-EcoT14/BglII 
digest molecular weight (Takara Bio Inc., 
Shiga, Japón); líneas 2 y 3, pC15-1a (85kb); 
línea 4, pTUC100 (85kb); línea 5, pRSB107 
(120kb); línea A7, pC15-1a (120kb).  
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Figura 17. Análisis bioinformático de perfiles de huella dactilar (HpaI) representativos de plásmidos IncFII que 
contienen blaCTX-M-15. El análisis se efectuó utilizando la aplicación informática BioNumerics (version 4.0; Applied Maths, 
Sint-Martens-Latem, Belgium), aplicando el coeficiente de Dice y el algoritmo UPGMA (optimización= 0.5%; 
tolerancia=1.00%). Abreviaturas: Can=Canadá; Fra=Francia; Ind=India; Kuw=Kuwait; Por=Portugal; Sp=España; 
Swi=Suiza. 
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3.3. Predicción de la aparición de nuevas variantes CTX-M con mayor 

resistencia a ceftazidima 

 

Estos resultados dieron lugar al manuscrito “Mutational events in ESBL-cefotaximases of the 

CTX-M-1 cluster involved in ceftazidime resistance. 2008. Antimicrob Agents Chemother. 52 (7) 

[Epub ahead of print]”, (ver anexo página 169) 
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Figura 18. Reconstrucción filogenética de enzimas de tipo CTX-M. Este  árbol representa 
enzimas de los distintos grupos CTX-M (CTX-M-1, CTX-M-2, CTX-M-8, CTXM-9 y CTX-
M-25). En gris se señalan las enzimas de tipo CTX-M-1 asociados o presuntamente asociados  
a resistencia a ceftazidima. La representación ha sido obtenida aplicando los criterios de 
máxima verosimilitud (Tamura-Nei +I+G) y 500 repeticiones.   

La evolución de los enzimas de tipo CTX-M parece depender en gran parte de la localización de los genes 

correspondientes en elementos genéticos móviles (este estudio). Sin embargo, la acelerada variabilidad 

observada parece también estar influenciada por la continua exposición de los microorganismos que los 

albergan a una gran variedad de antibióticos β-lactámicos, dirigiendo la evolución hacia fenotipos de 

resistencia más equilibrados y que incluyen una actividad frente a ceftazidima (166, 353). La influencia de 

la exposición a distintos antibióticos β-lactámicos, en particular a la ceftazidima, fue analizada en las β-

lactamasas del grupo CTX-M-1, uno de los que más se ha diversificado y en el cual se incluye un mayor 

número de variantes presuntamente asociadas a resistencia a este antibiótico (figura 18). 
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3.3.1. Evolución in vitro de E. coli GB20 conteniendo blaCTX-M-1 y blaCTX-M-3. 

La evolución in vitro de E. coli GB20 (cepa hipermutadora) con pBX3 (plásmido que contiene 

blaCTX-M-3) bajo selección con ceftazidima originó el mutante CTX-M-3.1, con el cambio de prolina 

por serina en la posición 167 (loop omega), correspondiente al cambio nucleotídico C508
→T en el gen 

blaCTX-M-3. La cepa de E. coli MI1443 (normomutadora) que contiene el gen mutado (blaCTX-M-3.1) 

demostró una mayor resistencia a ceftazidima (de 1 a 32 µg/ml), asociada a un gran descenso en la 

resistencia a cefotaxima y cefepima (de 256 a 1 µg/ml y e 32 a 0.5 µg/ml, respectivamente). La 

concentración mínima inhibitoria (CMI) a cefuroxima se redujo ligeramente de ≥256 a 128 µg/ml 

(tabla 9). Un mutante natural que contiene el cambio en la misma posición (P167T) ha sido 

previamente descrito (CTX-M-42, número de acceso Genbank DQ061159). 

El mismo tipo de cambio (P167S) fue también detectado cuando se partió de E. coli GB20 

portando el plásmido pBX1 (que contiene el gen blaCTX-M-1). Los mutantes resultantes fueron CTX-M-

1.1, que generó el mayor valor de CMI a ceftazidima de todos los mutantes obtenidos (256 µg/ml, 

tabla 9) y CTX-M-1.2, con el cambio P167T (prolina por treonina) y que corresponde al mutante 

natural CTX-M-58 (número de acceso al Genbank EF210159). No se observaron diferencias en los 

valores de CMI entre E. coli MI1443 expresando CTX-M-1.1 y CTX-M-1.2. 

Contrariamente a lo esperado, no se obtuvieron las variantes CTX-M-32 y CTX-M-15, derivados 

resistentes a ceftazidima de CTX-M-1 y CTX-M-3 que presentan la mutación D240G (80, 376). La 

comparación en un contexto isogénico de variantes que expresaban CTX-M-15 y CTX-M-32, 

respecto a CTX-M-3 y CTX-M-1 respectivamente, permitió detectar valores de CMI muy similares, 

incrementándose tan solo 2 veces la CMI a ceftazidima (2 µg/ml) (tabla 9). Probablemente, no fue 

posible obtener estas variantes en las condiciones experimentales utilizadas dado que el valor de CMI 

de los correspondientes transformantes (cepas control) fue inferior a la concentración de ceftazidima 

utilizada en la selección de los mutantes in vitro (4 veces la CMI a ceftazidima) (véase sección 

materiales y métodos, apartado 7.1.10.2). 

La evolución in vitro del gen blaCTX-M-3 generó un segundo mutante (CTX-M-3.2), que contiene 

las mutaciones P167S y A77V (alanina por valina) y que se corresponde con la variante natural CTX-

M-52 (número de acceso Genbank DQ223685). Este doble mutante confiere a la cepa de E. coli 

MI1443 que lo contiene un valor de CMI a ceftazidima tan elevado como el del mutante CTX-M-3.1 

(conteniendo solamente P167S). Sin embargo, se observó una restauración del valor de CMI a 

cefotaxima (de 1 a 4 µg/ml). Este efecto parece ser mediado por la presencia de la mutación A77V, 

que ha sido observada previamente en β-lactamasas de tipo CTX-M de diferentes grupos (CTX-M-1, 

CTX-M-9 y CTX-M-25), indicando la importancia del cambio A77V en la evolución de este grupo de 

enzimas CTX-M.  

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nuccore&id=68012687
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nuccore&id=78057321
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3.3.2. Mutagénesis dirigida de blaCTX-M-3. 

La mutación A77V, correspondiente al cambio nucleotídico C230
→T fue introducida en el gen 

blaCTX-M-3 salvaje, originando el mutante CTX-M-3.3. En ausencia de la mutación P167S (presente en 

el mutante CTX-M-3.2), los valores de las CMI a cefotaxima y a cefepima disminuyeron de 256 a 128 

µg/ml y de 32 a 1.5 µg/ml (tabla 10). Este cambio fue observado en la enzima CTX-M-57 (número de 

acceso al Genbank DQ810789), asociado a la mutación D240G. Esta variante (CTX-M-57) fue 

construida in vitro (CTX-M-3.4) introduciendo el cambio A77V en CTX-M-15, y mostró una 

actividad frente a cefotaxima y a cefepima parcialmente restaurada (128 a ≥256µg/ml y de 1.5 a 4 

µg/ml, respectivamente), comparando con CTX-M-15. Adicionalmente, la variante natural CTX-M-

33, que contiene las mutaciones D240G y N106S (152) fue construida in vitro, originando CTX-M-

3.7 (tabla 10). La presencia del cambio N106S originó un incremento en el valor de CMI a 

cefotaxima y cefepima (de 128 a ≥256 µg/ml y de 1 a 8µg/ml, respectivamente), mientras la 

resistencia a ceftazidima se mantuvo (2 µg/ml). Este patrón se ha observado también cuando se 

asociaron las mutaciones P167S y N106S (CTX-M-3.6), generándose incrementos en los valores de 

CMI a cefotaxima (de 1 a 3 µg/ml) y a cefepima (de 0.5 a 1.5 µg/ml), mientras que la resistencia a la 

ceftazidima se mantuvo (tabla 10). Tal y como fue observado para la mutación A77V, la presencia de 

N106S en ausencia de D240G (CTX-M-3.5), provocó un descenso en la resistencia a cefotaxima (de 

256 a 3 µg/ml) y cefepima (de 32 a 1.5 µg/ml) (tabla 10). Estos resultados indican que el fenotipo de 

resistencia derivado de la presencia de A77V o de N106S depende de su asociación con las 

mutaciones P167S o D240G, respectivamente.  

Con el objetivo de explicar la ausencia en la Naturaleza de mutantes dobles en las posiciones 

167 y 240 en el gen blaCTX-M-3, se introdujo la mutación D240G en el mutante CTX-M-3.1 (CTX-M-

3+P167S), obteniéndose CTX-M-3.8 (tabla 10). Este mutante mostró un valor de CMI a ceftazidima 

más bajo que el mutante CTX-M-3.1 (de 32 a 8 µg/ml), indicando un efecto antagónico entre ambos 

cambios, cada uno capaz de aumentar la resistencia a ceftazidima en ausencia del otro.  

 

3.3.3. Evolución in vitro de E. coli GB20 conteniendo blaCTX-M-10. 

Dos tipos de mutantes derivados de CTX-M-10 con mayor resistencia a ceftazidima fueron 

obtenidos en los experimentos de evolución in vitro de E. coli GB20 que contiene blaCTX-M-10. El 

mutante CTX-M-10.1, que posee el cambio P167S, demostró un valor más alto de CMI a ceftazidima 

(de 1 a 32 µg/ml). Resulta interesante señalar que a este aumento estuvo asociado una pérdida de la 

actividad frente a cefotaxima (256 a 1 µg/ml), cefepima (32 a 1 µg/ml) y cefuroxima (>256 a 32 

µg/ml). El otro tipo de mutante obtenido (CTX-M-10.2) contenía la mutación D240G, 

correspondiente al cambio A725
→G. El valor de CMI a ceftazidima se incrementó de 1 a 16 µg/ml. 

Esta substitución ha sido descrita en la naturaleza en la β-lactamasa CTX-M-53, una variante de 
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CTX-M-10 (número de acceso al Genbank DQ268764). En el mutante CTX-M-10.2 únicamente se ha 

observado una disminución en el valor de CMI a cefepima (32 a 4 µg/ml) (tabla 9). 

 

3.3.4. Mutagénesis dirigida de blaCTX-M-10. 

La presencia de las mutaciones A77V a P167S, mutante CTX-M-10.4, contribuyó a la 

restauración de la actividad frente a cefotaxima (de 1 a 4 µg/ml) tal y como ha sido observado con 

blaCTX-M-3 (tabla 10). Por otro lado, el valor de CMI a cefepima se incrementó de 4 a 32 µg/ml cuando 

se introdujo el cambio A77V en el mutante portador de D240G (CTX-M-10.5). Contrariamente a lo 

esperado teniendo en cuenta los resultados obtenidos con las variantes de CTX-M-3, la presencia del 

cambio A77V en CTX-M-10 (CTX-M-10.3) originó un aumento de los valores de CMI a todos los 

antibióticos, particularmente a ceftazidima y cefepima (de 1 a 8 y de 32 a 128 µg/ml, 

respectivamente). 

En este contexto, la asociación de N106S con P167S (CTX-M-10.7) dio lugar a un ligero 

descenso en el valor de CMI a ceftazidima (de 32 a 16 µg/ml), pero no afectó significativamente a la 

sensibilidad a cefotaxima o cefepima. De forma análoga a lo observado en CTX-M-3, la presencia de 

la mutación N106S en CTX-M-10 (CTX-M-10.6) se tradujo en una reducción de la actividad frente a 

cefotaxima (de 256 a 2 µg/ml) y cefepima (de 32 a 1 µg/ml). Sin embargo, se observó una 

disminución de los valores de CMI a cefotaxima y ceftazidima (de ≥256 a 64 µg/ml, y de 16 a 2 

µg/ml, respectivamente) cuando esta mutación se asoció al cambio D240G (CTX-M-10.8) (tabla 10).  

El efecto de la presencia simultánea de las mutaciones que afectan la susceptibilidad a 

ceftazidima, P167S y D240G (CTX-M-10.9), fue explorado, observándose que ambos cambios son 

fenotípicamente antagónicos, como reflejam la disminución de la CMI a los antibióticos cefotaxima 

(de ≥256 a 4 µg/ml), ceftazidima (de 16 a 4 µg/ml) y cefepima (de 4 a <0.25 µg/ml) (tabla 10). 

 

En resumen, la estrategia utilizada para la predicción de nuevas variantes CTX-M parece 

reproducir los sucesivos eventos de selección natural, habiéndose obtenido enzimas previamente 

descritas como CTX-M-52 (derivada de blaCTX-M-3, número de acceso al Genbank AF488377). Se 

identificó un fenómeno de antagonismo pleiotrópico caracterizado por un aumento de la actividad 

hidrolítica frente a ceftazidima y una pérdida de resistencia a los demás antibióticos β-lactámicos. 

Este trabajo confirmó el papel de los cambios P167S y D240G en el incremento de la resistencia a 

ceftazidima en miembros del grupo CTX-M-1 (CTX-M-1, CTX-M-3 y CTX-M-10) y/ó en el re-

equilibrio del fenotipo de resistencia a otros antibióticos β-lactámicos y demostró por primera vez la 

implicación de otros cambios (A77V y N106S) en la evolución de miembros de este grupo. Además, 

la incompatibilidad observada entre las mutaciones P167S y D240G sugiere la existencia de dos rutas 

evolutivas diferentes que dirigen la evolución hacia fenotipos de resistencia más eficientes.  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nuccore&id=82393852
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&val=19852069
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DISCUSIÓN 

 
“La verdadera filosofía es reaprender a ver el mundo.” 

Merleau-Ponty 

 

“Las ideas no duran mucho. Hay que hacer algo con ellas.” 

 Ramón y Cajal. 



 



Capítulo 4 – Discusión 

85 
 

4.1. Genética de poblaciones microbianas y cambio epidemiológico de las 
BLEE 

 

La genética de poblaciones estudia la variación y la evolución genética de las poblaciones 

bajo la influencia de fuerzas evolutivas. Utilizamos aquí este término para expresar que la 

variación en frecuencia y en secuencia de los genes productores de BLEE está dependiendo de 

la selección natural de clones, de la dinámica de aparición de variantes, y del flujo genético 

horizontal. Los resultados de este estudio revelan una gran variación y diversidad de clones y 

elementos de transferencia horizontal asociados a genes que codifican BLEE de clase A de 

determinadas familias (TEM, SHV, CTX-M). Su distribución temporal refleja: i) un cambio 

epidemiológico caracterizado por el aumento de aislados de orígen extrahospitalario, ii) la 

asociación a infecciones del tracto urinario y iii) la selección de distintas variantes BLEE. Este 

aumento simultáneo de la prevalencia y de la diversidad de BLEEs, ha sido observado en otros 

estudios epidemiológicos recientes en Europa, Asia y América, constatando la globalidad de 

este cambio (54, 68, 73, 187, 268, 477). Aunque algunos tipos específicos de enzimas se han 

diseminado globalmente como es el caso de TEM-24, CTX-M-15 o SHV-2, SHV-5 y SHV-12 

(54, 94, 268, 300, 314, 338), otras enzimas permanecen confinadas a áreas geográficas 

específicas; así, TEM-4 es identificada solamente en España y Francia desde 1995, CTX-M-2 

sólo es prevalente en Suramérica y Japón desde principios de los 90 y CTX-M-9 se encuentra 

descrita solamente en el sur de Europa desde 1996 (74, 95, 191, 385).  

La relación clásica de enzimas de tipo TEM o SHV con las especies K. pneumoniae y 

Enterobacter spp. causantes de infecciones de orígen nosocomial se asoció durante los años 

1990 a factores de riesgo como el uso de cefalosporinas de tercera generación, inserción de 

dispositivos médicos invasivos y/o largos periodos de hospitalización (71, 404, 405). Esta 

imagen contrasta con la situación actual caracterizada por una mayor frecuencia de enzimas de 

tipo CTX-M en cepas de E. coli ampliamente diseminadas en el ámbito comunitario, y 

frecuentemente causantes de infecciones urinarias (74, 194, 315, 368, 501). En este escenario 

los factores más relevantes de riesgo se relacionan con el uso de fluoroquinolonas u otros 

grupos de antibióticos en enfermos ambulantes crónicos o en residencias de la tercera edad (9, 

337). Es posible que el aumento de BLEEs en la comunidad esté también influenciado por la 

selección antibiótica ejercida en animales (41, 76, 255, 291, 393). Sin embargo, la dispersión de 

los tipos de BLEE de más reciente aparición (CTX-M y algunas variantes de TEM y SHV), no 

ha conducido a un reemplazamiento de las enzimas inicialmente detectadas (TEM o SHV), lo 

cual parece indicar la existencia de condiciones para la persistencia de diferentes tipos de 

BLEE, probablemente implicando clones (ecotipos) y/o elementos genéticos transferibles de 

carácter endémico o epidémico (74, 472).  
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Los estudios realizados en esta tesis demuestran que el nuevo marco epidemiológico de los 

microorganismos productores de BLEEs, desbordando el compartimento hospitalario para 

introducirse en la microbiota intestinal normal, y por tanto en la infección de la comunidad, se 

ha debido a una selección y expansión reciente de distintos clones y elementos genéticos de 

transmisión horizontal.  

 

4.2. Caracterización de las unidades de captura génica y dispersión clonal 
 

La diseminación de variantes específicas de BLEE parece haber sido facilitada por la 

dispersión de clones de distintas especies, como ilustran los ejemplos de TEM-24 (amplificada 

por la diseminación en distintos países de un único clon de E. aerogenes), CTX-M-15 

(amplificadas por un clon epidémico de E. coli), y de TEM-4 y SHV-2 (amplificadas por clones 

de K. pneumoniae, no incluídas en esta Tesis).  

Algunas poblaciones de E. coli se encuentran frecuentemente asociadas con hospedadores 

o hábitats específicos (83, 123, 192, 433, 479, este trabajo). La expansión de estas poblaciones 

en la naturaleza arrastra el conjunto de su contenido genético y de esta forma, la epidemiología 

de la resistencia (incluyendo BLEE) es altamente dependiente del éxito adaptativo de 

determinados clones. Así, encontramos expansiones significativas de poblaciones clonales en E. 

coli de los grupos filogenéticos B2 (ST131, ST29), D (ST69) o A (ST10), en contraste con la 

estructura aparentemente panmítica de la población del grupo filogenético B1 (www.mlst.net, 

este estudio, 37, 94, 209, 467). La selección y expansión de poblaciones clonales asociadas a 

determinados hospedadores ha sido también documentada en otros microorganismos Gram 

positivos como Enterococcus faecium (CC17 en individuos hospitalizados), E. faecalis (CC2, 

CC9, CC87 en individuos hospitalizados y ST16 en la comunidad) o S. aureus (CC5, CC8, 

CC22, CC30, CC45), y en bacterias no-fermentadoras como P. aeruginosa (ST244 y ST235) 

(96, 135, 137, 245, 287). El éxito adaptativo y la resultante selección clonal parecen estar 

influenciados por la adquisición de elementos genéticos de resistencia y/o virulencia (287, 401, 

467).  

A pesar de la selección clonal observada en algunos casos, el análisis de la población de 

aislados de orígen humano de E. coli productores de BLEE de este estudio refleja una 

estabilidad de la frecuencia relativa de los distintos grupos filogenéticos denominada 

composición genética óptima (CGO) por Whittam y col y que ha sido documentada en 

poblaciones de E. coli sensibles y resistentes a antibióticos β-lactámicos de orígen animal (436, 

479) y humano (138, 397). La preservación de la CGO sugiere fuertemente que existe una 

elevada robustez (término acuñado en la biología de sistemas, que indica inercia ante la 

modificación externa) de los ecotipos de E.coli, probablemente relacionados con la adaptación a 

microhábitats específicos. Para mantener la CGO, la única solución evolutiva sería la amplia 
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distribución de los elementos genéticos implicados en la diseminación de genes bla de distintos 

tipos en poblaciones de E. coli de múltiples orígenes. La diseminación plasmídica de carácter 

adaptativo (confiriendo resistencia) serviría por tanto para la estabilización del sistema 

microbiano, cuyo equilibrio hubiese podido ser alterado como consecuencia de la presión 

selectiva ejercida por el uso de antibióticos dando lugar a una mayor representación numérica de 

determinados filogrupos (123, 168, 170, 211, 340, 433). Hay que tener en cuenta sin embargo 

que muchos de estos estudios se han realizado en poblaciones seleccionadas de E. coli, lo cual 

incluye sesgos asociados a factores como la edad, el sexo, o la zona geográfica, dificultando la 

interpretación global de la estructura poblacional en esta especie (6, 169, 170, 171, 340). 

La estabilidad global de la CGO no impide obviamente que pueda observarse 

sobrerrepresentación de algunos grupos filogenéticos cuando consideramos tipos de enzimas 

específicas, que se corresponde con el orígen de los aislados y los elementos genéticos que éstos 

contienen. Así, vemos que las variantes de BLEE asociadas a aislados de orígen comunitario y 

ampliamente documentadas en animales, individuos sanos y medio ambiente, como SHV-12, 

TEM-52, CTX-M-9, CTX-M-14 o CTX-M-32 se encuentran mayoritariamente asociadas a los 

E. coli de los grupos filogenéticos A y B1. Sin embargo, las BLEEs que se identifican en 

pacientes hospitalizados como TEM-24, SHV-2, o CTX-M-15 están preferentemente asociadas 

con los filogrupos B2 o D. Estos resultados han sido recientemente confirmados en otros 

trabajos basados en poblaciones de E. coli productoras de BLEE que han relacionado la 

prevalencia de filogrupos específicos con la presencia de determinados genes bla o factores de 

virulencia (53, 211, 220, 366). Sin duda, la asociación de determinadas BLEE “clásicas” de tipo 

TEM o SHV con algunos ecotipos y de BLEE del tipo CTX-M a otros podría justificar la 

observación, a primera vista sorprendente, de la no-substitución de las antiguas por las nuevas 

BLEEs, que se comentaba con anterioridad. 

La localización de genes bla de poblaciones heterogéneas de enterobacterias en plásmidos 

transferibles refleja el impacto de los procesos de transferencia horizontal en la diseminación 

de BLEE. Los genes blaBLEE analizados en esta tesis, así como los descritos en otros estudios 

recientes, han sido identificados mayoritariamente en plásmidos conjugativos pertenecientes a 

los grupos de incompatibilidad ya presentes en enterobacterias de la colección Murray (1917-

1954) y/o en aislados de las décadas de los 50 y 60s, poco después de la introducción de los 

antibióticos (79, 99, 114, 202, 216, 324, 391). Esta observación sugiere que dichos plásmidos 

podrían haber co-evolucionado con sus huéspedes, asegurando la transmisión de información 

genética adaptativa en el sistema microbiano, con mínimas alteraciones del mismo frente a la 

perturbación (transferencia genética horizontal equilibradora).  

Los análisis incluídos en esta tesis ilustran la asociación de algunos genes bla a plásmidos 

de determinados grupos de incompatibilidad como blaTEM-24 a plásmidos IncA/C2 de 180kb, 
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blaCTX-M-32 a un plásmido IncN de 30kb, blaCTX-M-9 a plásmidos IncHI2, o blaCTX-M-15 a plásmidos 

IncFII. Dicha asociación parece reflejar el orígen de los aislados y/o la relación con 

determinados hospedadores ya que los plásmidos de espectro restringido IncI1 se encuentran 

preferentemente en aislados de E. coli de los filogrupos A y B1 causantes de infecciones de 

orígen comunitario (como los productores de CTX-M-14, SHV-12 o TEM-52 no incluidos en 

esta tesis), mientras que los plásmidos de tipo IncFII se identificaron en aislados clínicos de E. 

coli del filogrupo B2 productores de CTX-M-15. Por el contrario, los plásmidos asignados 

tradicionalmente de amplio espectro IncA/C o IncN fueron identificados en múltiples 

hospedadores (Enterobacteriaceae y no Enterobacteriaceae) y tanto en los compartimentos 

intra como extrahospitalario. Son muy escasos los estudios de ecología de plásmidos y 

limitados a muestras pequeñas y heterogéneas (79, 424). A pesar de la falta de datos disponibles 

acerca de la distribución de plásmidos en poblaciones de E. coli, algunos trabajos apuntan a una 

mayor prevalencia de plásmidos de la familia repFIIA (IncFII, IncI1, IncK, IncL/M) en aislados 

comensales y patógenos de humanos y aves y que podría haber dirigido la selección de algunos 

clones dentro de estas poblaciones (79, 216).  

Como hemos señalado anteriormente, debe producirse un compromiso entre la estabilidad 

(probablemente de orígen coevolutivo) de algunos tipos de plásmidos en determinados ecotipos 

bacterianos, y su función equilibradora del sistema múltiple de ecotipos, que requiere la 

transferencia y la diseminación a distintos huéspedes. De hecho, también observamos una gran 

heterogeneidad en la estructura genética de plásmidos pertenecientes a determinados grupos de 

incompatibilidad (IncFII, IncHI2, IncI1), reflejando una diversificación plasmídica debida a 

distintos procesos de recombinación favorecidos por la presencia de secuencias de inserción, 

transposones, integrones y otros “hot-spots” en algunos plásmidos conjugativos, y que podrían 

explicar las diferencias de tamaño, contenido de replicones, fenotipo de resistencia o 

transferibilidad observadas, pero también de sus diferencias en promiscuidad entre ecotipos 

(334, 335, 425).  

El análisis del entorno genético de algunos genes blaBLEE (blaTEM-24, blaCTX-M-9 y blaCTX-M-

15) nos ha permitido comprobar su asociación con integrones de clase 1, y también con 

transposones particulares (Tn1, Tn5393, Tn21), algunos de ellos presentes ya en los primeros 

plásmidos de resistencia descritos en la década de los 50s y globalmente diseminados en 

bacterias clínicas y medioambientales (113, 391). Una vez más, esto sugiere la pre-existencia en 

las poblaciones bacterianas de redes de intercambio genético con potenciales posibilidades 

adaptativas (quizá con función homeostática para el sistema microbiano). Simplemente, los 

genes de resistencia han parasitado estas redes de comunicación interbacteriana que ya existían 

con mucha anterioridad a la aparición de los antibióticos manufacturados por el hombre. De 

hecho, estas redes habían sido previamente parasitadas por mecanismos de protección contra 
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agentes selectivos pre-antibióticos. El análisis de los integrones y de los transposones que 

contienen determinantes de resistencia a mercurio, sugiere que son estas mismas estructuras las 

que podrían haber adquirido con posterioridad determinantes de resistencia a antibióticos. De 

hecho los genes de resistencia a mercurio que se encuentran en la actualidad en la vecindad 

genética de los genes de resistencia a antibióticos poseen, como se ha visto en este trabajo, una 

alta homología de estas secuencias con las de elementos análogos identificados hace décadas 

(identidad 99-100%). Estos determinantes se encuentran en plásmidos de distintos grupos de 

incompatibilidad, como en IncFII representado por R100 (1959), pC15-1a (1999) y pRSB107 

(2005); en los plásmidos del grupo IncHI1 representado por pHCM1 (2001) e IncHI2 

representado por R478 (2004); los del grupo IncP (pB10) o IncA/C2 (pCC416) (números de 

acceso Genbank AP000342, 50, 89, 164, 342, 415, 449). Esta amplia distribución debe 

relacionarse probablemente con la capacidad de diseminación de transposones idénticos o muy 

relacionados con Tn21, que integran dichos operones que confieren resistencia a mercurio, y 

que también han sido parasitados más recientemente por determinantes de resistencia. 

La diversificación plasmídica causada por fenómenos de recombinación homóloga puede 

ocurrir también entre diversos plásmidos del mismo o de distinto grupo de incompatibilidad, 

dando lugar a la formación de elementos mosaico o cointegrados (esta tesis, 51, 147, 213, 214, 

242, 415, 425, 509). La observación frecuente de plásmidos que contienen simultáneamente 

replicones de elementos del mismo grupo de incompatibilidad han sido explicadas por Osborn y 

col que demostraron la relación entre variaciones en las secuencias cop y alteraciones de la 

compatibilidad, favoreciendo la formación de plásmidos con múltiples replicones o incluso 

pudiendo dirigir la evolución hacia nuevos grupos de incompatibilidad (223, 334). La selección 

de estos plásmidos de incompatibilidad híbrida podría deberse a la presión de mantenimiento en 

poblaciones bacterianas multiclonales. Por ejemplo, se han identificado plásmidos con 

replicones de los grupos IncI1 e IncFII, IncI1 e IncN o IncHI2 e IncFI, fenómeno que ha sido 

documentado en aislados clínicos (este estudio, 147, 470). Los plásmidos secuenciados de este 

tipo revelan el papel determinante de las secuencias de inserción en la generación de estos 

elementos (147). 

Si la presión de selección se mantiene relativamente constante en una población 

bacteriana, y si la resistencia en dicha población (o microbiota) está ya suficientemente 

diseminada, podría producirse una selección de variantes resistentes que disminuyesen el coste 

biológico del mantenimiento de plásmidos, a través de un proceso de selección periódica. Una 

de las posibles soluciones es la captura de genes, integrones, transposones, e incluso plásmidos 

en el cromosoma bacteriano. Algunos autores han descrito un coste bajo o nulo asociado a la 

presencia de elementos genéticos como Tn1, o Tn3 o Tn10 (136, 250, 297). En esta tesis se 

presenta evidencia de captura cromosómica de genes blaESBL, que implicaría integraciones 
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mediadas por ISEcP1, transposones, o plásmidos. Este evento había sido ocasionalmente 

descrito para genes BLEE de clase A (300, 504) pero es frecuente para los de clase B (151, 153, 

273, 465, 466). La localización de genes, integrones o transposones en el cromosoma podría, 

incrementar la estabilidad de los mismos y también contribuir a la generación de variación 

genética en una población bacteriana (349, 429, 443).  

El orígen evolutivo de algunos grupos de BLEE ha sido identificado en β-lactamasas 

cromosómicas de diferentes especies (Kluyvera spp. para CTX-M y K .pneumoniae para SHV), 

cuya captura y movilización a plásmidos parece haber ocurrido por efecto de secuencias de 

inserción (ISEcP1, ISCR1) o secuencias de fagos (74, 146, 329). La frecuente asociación de 

ISEcP1 a distintos grupos de enzimas de tipo CTX-M sugiere una evolución a partir de un 

orígen común. Sin embargo, la heterogeneidad existente entre las regiones entre ISEcP1 y los 

distintos genes blaCTX-M analizados, y su asociación posterior a diferentes tipos de plataformas 

plasmídicas, indican una evolución divergente tras los primeros eventos de captura plasmídica 

de genes cromosómicos de Kluyvera spp. (esta tesis, 132, 302). 

La transferencia plasmídica por conjugación tiene un fuerte impacto en la diseminación de 

la resistencia tanto en bacterias Gram negativas como en bacterias Gram positivas (31, 174, 

264), habiéndose demostrado que los mismos plásmidos de resistencia pueden transmitirse 

entre bacterias del mismo o de distintos géneros, distribuídas entre muy diferentes nichos 

(clínico, animal, ambiente) (128, 235, 255, 331). Distintos trabajos han sugerido que la 

persistencia de algunos plásmidos en una población bacteriana, se encuentra influenciada por un 

equilibrio entre células portadoras y no portadores de plásmidos, favorecido por la conjugación 

(34, 124, 257) y por asociaciones específicas entre plásmido-hospedador que, incluso en 

ausencia de presión antibiótica, pueden constituir complejos estables con reducido coste 

biológico (111, 116, 125, 244). Reiteramos aquí el compromiso entre la estabilidad de algunos 

tipos de plásmidos en determinados hospedadores (ecotipos) y su función equilibradora de los 

conjuntos clonales y de los sistemas de la microbiota, que se produce mediante la transferencia 

horizontal (172).  

La presencia de sistemas de mantenimiento específicos, toxina-antitoxina (TA) o 

restricción-modificación (RM) no ha sido analizada en los plásmidos estudiados en esta tesis, 

pero su amplia distribución en plásmidos de bacterias Gram negativas (188, 233), y su presencia 

en los diferentes plásmidos de enterobacterias secuenciados, algunos de ellos portadores de 

genes bla, permite inferir su contribución a la estabilización plasmídica (50, 106, 107, 167, 213, 

449, 455, 509). Estos sistemas aseguran su mantenimiento en la célula huésped durante los 

procesos replicativos, pero también protegen la especificidad de la interacción genética 

plásmido-hospedador (93, 157, 188, 494). La distribución de los sistemas de mantenimiento es 

variable en función de los tipos de plásmidos, encontrándose frecuentemente los sistemas TA 
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hok-sok, kis-kid o pemI-pemK en plásmidos de tipo IncFII, parDE asociados a plásmidos de tipo 

IncP1-α, o el sistema RM mediado por la proteína ardA principalmente en plásmidos 

pertenecientes al complejo IncI1 o a los de tipo IncN (104, 108, 176, 218, 455, 509), sugiriendo 

que los distintos mecanismos de mantenimiento plasmídico han sido adquiridos y seleccionados 

durante la co-evolución con la célula hospedadora; de hecho, muchos de estos sistemas son 

homólogos a los descritos en los cromosomas bacterianos, donde podrían haberse originado 

(188, 494).  

 

4.3. Diversificación de los genes blaBLEE 

 

La exposición continuada a una gran diversidad de antibióticos β-lactámicos parece haber 

dirigido la diversificación de BLEE de los distintos grupos hacia enzimas con mayor eficiencia 

hidrolítica o con espectro de actividad aumentado (166, 353). En algunos casos se han 

documentado casos de evolución de genes bla  hacia variantes más resistentes a antibióticos β-

lactámicos, como blaCTX-M-1 y blaCTX-M-32 descrita en esta tesis o blaCTX-M-3 y blaCTX-M-15 (206).  

El aumento del espectro de actividad frente a ceftazidima a partir de CTX-M-3, fue 

asociado previamente a la presencia de las mutaciones P167S/D240G (16, 80, 376, 445). El 

antagonismo pleiotrópico observado con la presencia del cambio P167S, reflejado en una 

reducción en la actividad frente a otros antibióticos β-lactamicos simultánea a un aumento de 

los valores de CMI a ceftazidima, ha sido también descrito previamente y parece estar asociado 

a una inestabilidad en el loop omega (105, 230, 231, 378, 441). Por otro lado, los mutantes con 

D240G, aparentemente menos eficientes frente a ceftazidima que los que contienen el cambio 

P167S, parecen retener mejor la actividad frente a cefotaxima, lo cual podría justificar la mayor 

frecuencia de esta mutación y la diseminación de variantes BLEE que la contienen como CTX-

M-15 y CTX-M-32. Además, la selección de aislados con este tipo de mutantes CTX-M, que 

también presentan mayor actividad hidrolítica frente a cefuroxima, podría estar relacionada con 

el uso de este antibiótico en la comunidad, donde la presencia de enzimas de tipo CTX-M es 

altamente frecuente (74). La incompatibilidad verificada entre las mutaciones principalmente 

implicadas en el aumento de la resistencia a ceftazidima (P167S y D240G) parece indicar dos 

vías independientes para adquirir un fenotipo de resistencia a este antibiótico por parte de 

aislados que poseen un enzima de tipo CTX-M-1, y probablemente en otros cluster, dado que 

no se ha descrito la presencia simultánea de estos dos cambios en otras familias (manuscrito en 

preparación).  

Las mutaciones secundarias identificadas en este estudio, A77V y N106S, parecen tener 

un papel importante en la adquisición de un fenotipo de resistencia más equilibrado frente a 

distintos antibióticos β-lactámicos, especialmente cuando se encuentran asociadas a P167S o 
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D240G, respectivamente. Aunque no es evidente una relación entre el residuo 106 y cambios 

favorables en la estructura tridimensional de la proteína, la mutación en la posición 77 parece 

estar relacionada con una alteración del loop omega por proximidad a la posición 167 (119, 

120). Este tipo de mutantes ha sido descrito en variantes naturales (CTX-M-33, CTX-M-52, 

CTX-M-53, o CTX-M-57), cuya selección positiva podría haber sido mediada por exposición a 

ambientes selectivos cambiantes utilizando cefotaxima, ceftazidima y/o cefepima, como se ha 

sugerido en trabajos basados en enzimas de tipo TEM (42).   

Nuestros resultados indican que los aislados que producen CTX-M-10 podrían 

diversificarse hacia la resistencia a ceftazidima tanto o más que los que contienen CTX-M-3, 

dada la versatilidad de cambios que puede conferir resistencia a este antibiótico. Sin embargo, 

esta predicción no se ha confirmado en la Naturaleza, dado que las enzimas derivadas de CTX-

M-3 son las que más lo han hecho. De hecho, algunas de sus variantes se encuentran altamente 

diseminadas, como CTX-M-15 o CTX-M-32 (56, 94, 337, este estudio). La introducción de las 

mutaciones que incrementan resistencia a ceftazidima no siempre da lugar a un fenotipo de alta 

resistencia, particularmente en las cepas de laboratorio (2 µg/ml), aunque no es infrecuente que 

las cepas clínicas con dichas mutaciones sean más resistentes, probablemente por tratarse de 

clones que incorporan otros mecanismos de resistencia como permeabilidad disminuída al 

antibiótico o debido a un aumento de expresión favorecido por la presencia de ISs. Sin 

embargo, a pesar de su escasa potencia para ser seleccionadas a través de la presión de 

selección por ceftazidima, lavariantes blaCTX-M-15 o blaCTX-M-32 podrían haberse diseminado con 

éxito al ser arrastrados por plataformas genéticas muy prevalentes y altamente transferibles (94, 

320), lo cual revela la dificultad de hacer predicciones respecto a la evolución de la resistencia 

antibiótica (279).  

Además de la diversificación de genes bla por mutación en sus secuencias, es interesante 

destacar la diversificación de contextos genéticos asociados a un mismo gen blaBLEE. Se han 

detectado diferencias locales en la asociación de ciertas BLEE a entornos genéticos (CTX-M-10 

asociada a secuencias de fagos en España o a ISEcP1 en Francia, o CTX-M-32 asociada a IS5 e 

IS1en distintas regiones de España, y/o plásmidos específicos, como CTX-M-3 en un plásmido 

IncL/M en aislados clínicos de Polonia, Francia o Bulgaria o de tipo IncHI2 en K. pneumoniae 

en Taiwan (107, 139, 156, 167, 239, 320, 329). Las diferentes asociaciones encontradas entre 

distintas BLEE a plásmidos de distintos grupos de incompatibilidad indican fenómenos de 

adquisición independientes, debidos a la disponibilidad de determinados tipos de plásmidos en 

nichos ecológicos específicos. Resaltamos aquí la importancia de la ecología local en la 

evolución de la resistencia (local biology).   

En resumen, el rápido y espectacular aumento de enterobacterias productoras de BLEE 

que se ha producido en la última década en todo el mundo es debido a la diseminación global de 
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clones y elementos de transferencia horizontal, en su mayor parte ya detectados en aislamientos 

bacterianos muy cercanos, o incluso anteriores, a la introducción de los antibióticos en los años 

50 y 60. El cambio observado en los factores de riesgo asociados a la transmisión de BLEE 

implica que deben establecerse nueva estrategias de uso de antibióticos y medidas de vigilancia 

y control, para limitar los factores que pueden haber acelerado la diseminación de estas 

poblaciones resistentes. La asociación de los genes blaBLEE a plataformas genéticas modulares 

favorece los procesos de diversificación y transferencia horizontal, y también de coadaptación 

entre huésped y estructuras y vehículos genéticos, garantizando la persistencia y distribución 

equilibrada de genes de resistencia en las poblaciones microbianas complejas y en la microbiota 

de hombre y animales. La presión de selección del uso de antibióticos puede también haber 

contribuído a la selección del uso determinadas poblaciones o clones. El resultado de la actual 

diseminación y evolución de los genes bla parece responder a una combinación de la variación 

o deriva génica, generando variantes con mayor capacidad adaptativa, de la contribución de los 

elementos de transmisión horizontal en la dispersión de esas variantes entre las poblaciones 

bacterianas, y de la selección de clones con alta capacidad de transmisión o mantenimiento. 
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CONCLUSIONES 

 
“La ciencia será siempre una búsqueda, jamás un descubrimiento real.  

Es un viaje, nunca una llegada.”  

Karl Popper 
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Las conclusiones obtenidas del trabajo realizado en esta tesis son:  

 

• Los estudios realizados en esta tesis demuestran que el hecho de que nos encontremos 

ante un nuevo marco epidemiológico de los microorganismos productores de BLEEs, 

desbordando el compartimento hospitalario para introducirse en la microbiota intestinal 

normal, y por tanto en la infección de la comunidad, se ha debido a una selección y 

expansión reciente de distintos clones y elementos genéticos de transmisión horizontal 

(plásmidos, transposones e integrones). 

 

• El análisis poblacional de aislados de orígen humano de E. coli productores de BLEE 

estudiados refleja una composición genética óptima (estabilidad de la frecuencia 

relativa de los distintos grupos filogenéticos) con una sobre-representación local de 

algunos grupos filogenéticos relacionada con la estructura epidémica de los aislados, su 

adaptación a hábitats particulares, y los tipos de enzimas específicas que contienen. La 

amplia distribución de cada uno de los elementos genéticos portadores de genes bla 

identificados en poblaciones de E. coli de múltiples orígenes contribuiría al 

mantenimiento de su composición genética óptima. 

 

• La localización de los genes bla en plásmidos conjugativos pertenecientes a los grupos 

de incompatibilidad ya presentes en enterobacterias aisladas antes y poco después de la 

introducción de los antibióticos (1917-1954) y la asociación de algunos grupos de 

plásmidos con determinados ecotipos sugiere una co-evolución de estos plásmidos con 

sus huéspedes. La presencia de ISs, transposones, integrones y otras secuencias 

favorece la evolución intra e inter-plasmidica reflejada en la diversificación observada 

(variabilidad de tamaño, transferibilidad o fenotipo, formación de plásmidos mosaico o 

de plásmidos con múltiples replicones), que probablemente se ajusta, al menos 

parcialmente a la diversidad de las poblaciones bacterianas. 

 

• La asociación de los genes bla a integrones o transposones localizados en islas 

genéticas modulares de los plásmidos conjugativos de enterobacterias indica la 

influencia de estos elementos en la actual diseminación de los genes de resistencia a 

antibióticos. El alto grado de identidad de las secuencias identificadas con las que 

pueden encontrarse en estructuras genéticas antiguas refleja la evolución o selección 

reciente de estas plataformas genéticas en plásmidos de distintos grupos de 

incompatibilidad.  
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• La heterogeneidad de las regiones intergénicas comprendidas entre ISEcP1 y los 

distintos genes blaCTX-M y la asociación de esas unidades translocativas a distintos tipos 

de plásmidos conjugativos (unidades de dispersión) indica una evolución divergente de 

los genes blaCTX-M probablemente causada por eventos de movilización y de 

diseminación independientes.  

 

• La diversificación de los genes bla hacia la generación de variantes con espectro de 

actividad aumentado frente a antibióticos β-lactámicos parece también deberse a 

fenómenos mutacionales. Las mutaciones P167S y D240G parecen ser responsables del 

aumento significativo de la resistencia a ceftazidima mientras que la presencia de los 

cambios A77V y N106S parece influir en el equilibrio de los fenotipos de resistencia a 

distintos antibióticos β-lactámicos. 

 

• El antagonismo pleiotrópico causado por la mutación P167S (confiere un aumento de 

resistencia a ceftazidima y la pérdida simultánea de actividad frente a otros antibióticos) 

y el fenotipo de resistencia más equilibrado observado en los mutantes CTX-M que 

presentan el cambio D240G, sugiere la existencia de dos rutas evolutivas posibles en la 

aparición de variantes CTX-M resistentes a ceftazidima.  

 

• Los estudios de genética multidimensional de poblaciones, que considera poblaciones 

bacterianas, plasmídicas, de transposones, de integrones, y de genes, facilitan una visión 

integrada de los mecanismos evolutivos que permiten la biología adaptativa de los 

microorganismos. 
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7.1. MATERIALES Y MÉTODOS 
 

7.1.1. Microorganismos 

Los microorganismos analizados en esta tesis incluyen aislados clínicos y fecales de 

Enterobacteriaceae productores (n=368) y no productores de β-lactamasas de espectro 

extendido (BLEE) (n=81) identificados entre 1988 y 2004. Se incluyó un único aislado 

representativo de cada fenotipo de resistencia para evitar sobre-representación de cepas 

determinadas debida a la presencia de múltiples aislados de un mismo paciente.  

Los microorganismos estudiados fueron divididos en tres grupos atendiendo a la 

producción de BLEE y el orígen de los aislados.  

 

7.1.1.1. Aislados productores de BLEE del Hospital Universitario Ramón y Cajal  

Este grupo incluye 310 aislados de Enterobacteriaceae productores de BLEE procedentes 

de muestras clínicas aisladas en el Servicio de Microbiología del Hospital Universitario Ramón 

y Cajal desde su primera identificación en 1988 hasta 2004, identificados como E. coli (n=181), 

K. pneumoniae (n=85), E. cloacae (n=13), S. enterica (n=11), K. oxytoca (n=7), E. aerogenes 

(n=7), C. freundii (n=4), Enterobacter gergoviae (n=1) y S. marcescens (n=1). Estos 

microorganismos fueron aislados de pacientes extrahospitalarios (n=87, 28.5%) y de pacientes 

hospitalizados (n=218, 71.5%), éstos últimos distribuídos en unidades médicas (n=126, 41.3%), 

unidades quirúrgicas (n=32, 10.5%) y unidades de cuidados intensivos (n=60, 19.7%). Los 

aislados estudiados se obtuvieron a partir de muestras de orina (n=145, 46.9%), respiratorias 

(n=53, 17.1%), de sangre (n=28, 9.1%), de heridas (n=28, 9.1%), de heces (n=28, 9.1%), de 

catéteres (n=13, 4.2%) y de otros orígenes (n=14, 4.5%). El análisis de todos los aislados 

productores de BLEE durante un período de tiempo determinado desde su detección inicial 

permitió analizar la evolución de los genes que codifican BLEE en nuestra institución. 

 

7.1.1.2. Aislados productores de BLEE representativos de otros países 

Este grupo incluye los aislados internacionales analizados en los estudios epidemiológicos 

de microorganismos productores de TEM-24 y CTX-M-15 (ver apartados 3.2.2 y 3.2.3). 

 

a) TEM-24. Se estudiaron 17 aislados productores de TEM-24 de tres países donde la 

incidencia de esta BLEE es elevada (Portugal, Francia y Bélgica) correspondientes a 6 E. 

aerogenes (EA); 6 K. pneumoniae (KP), 2 E. coli (EC), 2 P. mirabilis (PM) y 1 K. 

oxytoca (KO). Estos aislados fueron obtenidos de pacientes ingresados en unidades 

médicas (57%), unidades de cuidados intensivos (28%) y unidades quirúrgicas (14%) y 

son responsables de brotes epidémicos en los distintos países (48, 117, 268).   
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b) CTX-M-15. Se analizaron 41 aislados de E. coli productores de CTX-M-15 procedentes 

de Francia (n=17), Kuwait (n=9), Suiza (n=7), Canadá (n=4), Portugal (n=4), y 6 

plásmidos que contienen blaCTX-M-15 de India, identificados entre 2001 y 2005. Estos 

aislados son representativos de estas áreas geográficas, bien por haber causado brotes 

epidémicos, bien por haber sido los primeros que se describen  en estos países (219, 238, 

239, 240, 268, 366). 

c) CTX-M-3. Se incluyó en el estudio un aislado productor de CTX-M-3 de Polonia, donde 

esta β-lactamasa se encuentra ampliamente distribuída en aislados clínicos de 

enterobacterias de ese país y cuya diseminación ha sido recientemente asociada a un 

plásmido conjugativo de tipo IncL/M (19, 134)   

 

7.1.1.3. Aislados no-productores de BLEE de orígen clínico y comunitario 

Como grupo control, se analizó una colección de aislados de E. coli no-productores de 

BLEE (n-BLEE) de orígen clínico (C-BLEE) y comunitario (V-BLEE): i) C-nBLEE (n=43), 

aislados responsables de bacteriemias en pacientes de este hospital en el mismo periodo de 

tiempo, localizados en unidades quirúrgicas (39.5%), unidades médicas (18.6%), unidades de 

cuidados intensivos (16.3%) y urgencias (25.6%); ii) V-nBLEE (n=38), aislados de heces de 

voluntarios sanos residentes en Madrid (obtenidos en 2001) sin contacto previo con el hospital y 

sin antibióticos en los tres meses previos a la toma de la muestra.  

 

7.1.2. Medios y condiciones de cultivo 

Se utilizaron medios de cultivo selectivos y no selectivos para el aislamiento y crecimiento 

de aislados de Enterobacteriaceae.  

El medio Luria-Bertani Agar (LB) o Caldo de Luria-Bertani (Laboratorios Conda S.A., 

Madrid, España), que consiste en un medio nutritivo no selectivo y no diferencial fue el 

empleado rutinariamente para el crecimiento bacteriano tanto en medio sólido como en medio 

líquido. El medio sólido de MacConkey, medio selectivo diferencial que permite distinguir 

bacterias Gram negativas fermentadoras y no fermentadoras de lactosa, fue utilizado para el 

aislamiento de enterobacterias de muestras clínicas y muestras fecales de individuos sanos. La 

adicción de cefotaxima o ceftazidima a la concentración de 1 µg/ml permitió el aislamiento de 

enterobacterias productoras de BLEE de las distintas muestras. El medio de Muller-Hinton 

(MH) Agar o Caldo de Muller-Hinton  (Oxoid Lda., Basingstoke, Hampshire, RU), medio no 

selectivo y no diferencial suplementado con los iones calcio (Ca2+) y magnesio (Mg2+), fue 

utilizado para la realización de pruebas de sensibilidad a antibióticos por diferentes métodos 

siguiendo las normas de Clinical and Laboratory Standard Institute (CLSI) (86).  
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Todos los inóculos realizados en estos medios de cultivo fueron incubados en aerobiosis en 

estufa o baño a 37ºC, durante 8-24 horas. 

 

7.1.3. Identificación de las especies bacterianas 

La identificación bacteriana fue realizada utilizando los sistemas automáticos comerciales 

PASCO (Difco, Detroit, MI) y WIDER (Fco. Soria Melguizo, Madrid, España), y paneles para 

microorganismos Gram negativos (MIC/ID, Fco. Soria Melguizo, Madrid, España).  

 

7.1.4.  Estudios de sensibilidad a agentes antimicrobianos 

Las pruebas de sensibilidad o antibiograma definen la actividad in vitro de un antibiótico 

frente a un microorganismo determinado e indican la concentración necesaria para inhibir el 

crecimiento de una bacteria o población bacteriana. La determinación de sensibilidad a 

diferentes agentes antimicrobianos de la colección de microorganismos estudiada se realizó por 

métodos de difusión en agar (disco-placa), métodos de dilución (microdilución en caldo) o por 

Épsilon-test (E-test). Las placas inoculadas se incubaron a 37ºC durante 16-20h.  

 

7.1.4.1. Agentes antimicrobianos 

Se determinó la sensibilidad de aquellos antibióticos con actividad frente a 

microorganismos de la familia Enterobacteriaceae que permiten inferir la producción de BLEE 

(cefalosporinas de tercera generación), que son frecuentemente usados en la práctica clínica 

(quinolonas, aminoglucósidos, ciprofloxacino) o aquellos cuya resistencia está asociada a la 

presencia de integrones o transposones muy diseminados a pesar de su uso infrecuente en la 

práctica clínica (estreptomicina, cloranfenicol, sulfamida, trimetoprim, y tetraciclina). 

La sensibilidad a distintos antibióticos β-lactámicos fue evaluada utilizando los siguientes 

rangos de concentración: cefotaxima (0.125-256µg/ml), ceftazidima (0.06-128µg/ml), 

aztreonam (0.06-128µg/ml), cefuroxima (0.125-256µg/ml), cefepima (0.06-128µg/ml) y 

amoxicilina-ácido clavulanico (0.03/0.015-64-32 µg/ml). Para las pruebas de sinergia entre 

distintos agentes β-lactámicos (ver apartado 7.1.7.1), se utilizaron discos de cefotaxima (30µg), 

ceftazidima (30µg), y una combinación de amoxicilina y ácido clavulánico en propoción 2:1 (20 

µg/10 µg).  

La sensibilidad a antibióticos no-β-lactámicos fue determinada por la técnica de Kirby-

Bauer siendo la concentración de los discos para cada uno de los antibióticos la siguiente: ácido 

nalidíxico (30µg), amikacina (30µg), apramicina (15µg), ciprofloxacino (5µg), cloranfenicol 

(30µg), espectinomicina (10µg), estreptomicina (10µg), gentamicina (10µg), kanamicina 

(30µg), neomicina (30µg), netilmicina (30µg), nitrofurantoína (300 µg), sulfamida (300µg), 
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tetraciclina (35µg), tobramicina (10µg) y trimetroprim (5µg) (Oxoid Lda., Basingstoke, 

Hampshire, RU).  

 

7.1.4.2. Técnicas utilizadas 

La sensibilidad a agentes antimicrobianos se determinó preliminarmente utilizando los 

sistemas semiautomáticos comerciales de microdilución PASCO (Difco, Detroit, MI) y WIDER 

(Fco. Soria Melguizo, Madrid, España). Los resultados obtenidos con estos sistemas fueron 

confirmados por los métodos estándar de análisis de sensibilidad a antibióticos de microdilución 

en caldo y difusión en disco-placa siguiendo las recomendaciones del (CLSI) o por tiras de E-

test (AB BIODISK, Solna, Suecia). Las cepas control utilizadas para validación del método y 

que presentan valores de concentración mínima inhibitoria (CMI) conocidos fueron E. coli 

ATCC25922 (sensible) para ceftazidima (0.06-0.5µg/ml), cefotaxima (0.03-0.12µg/ml), 

cefepima (0.015-0.12µg/ml) y cefuroxima (2-8µg/ml), y E. coli ATCC35218 (posee una β-

lactamasa) para amoxicilina/ácido clavulanico (16/8-4/2µg/ml). 

 

a) Microdilución en caldo.  Es uno de los métodos de referencia para la determinación 

cuantitativa de la CMI a un determinado antibiótico y consiste en la determinación visual 

del crecimiento del microorganismo en presencia de concentraciones crecientes de 

antibiótico (85). El inóculo se preparó a partir de suspensiones 0.5 en la escala de 

McFarland (equivalente a 1.5 x 108 UFC/ml) que fue diluído 1:100 en caldo de Muller-

Hinton para alcanzar una concentración final de 5x105 UFC/ml ó 5 x 104 UFC/pocillo. 

El inóculo ya diluído fue utilizado en los 15 minutos posteriores a su preparación. Se 

emplearon placas de 96 pocillos (12x8) que permiten evaluar 12 concentraciones de 6 

antibióticos dejando las dos filas finales como controles de crecimiento positivo (sin 

antibiótico) y negativo (sin inóculo). El volumen final de cada pocillo fue de 100 µl 

correspondiente a caldo con antimicrobiano (50 µl) y caldo con cultivo bacteriano (50 

µl). Las placas se prepararon utilizando una pipeta multicanal y añadiendo 100µl de la 

solución de agente antimicrobiano más concentrada en la columna 1 y un volumen de 

50µl de caldo sin antibiótico en los pocillos de las columnas 2 a 12. Posteriormente, se 

realizaron diluciones seriadas de 50 µl de las columnas 1 a 12 empleando una pipeta 

multicanal. Los pocillos de la fila 7 corresponden a controles de crecimiento positivo 

(sin antibiótico). Finalmente se añadió 50 µl de cultivo a todos los pocillos con 

excepción de la fila 8, que funcionó como control de crecimiento negativo. Las placas se 

incubaron en torres no superiores a 4-5 placas para evitar diferencias de temperatura en 

la incubación. La CMI se definió como la menor concentración de antimicrobiano que 
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inhibe completamente el crecimiento del microorganismo estudiado, el cual se visualiza 

como una clara turbidez o un botón.  

b) Difusión en disco-placa. Se trata de una técnica de sensibilidad semicuantitativa basada 

en los trabajos de Kirby y Bauer, que utiliza discos de papel impregnados de antibiótico 

a una concentración determinada que son depositados en una placa inoculada con una 

suspensión bacteriana 0.5 McFarland en suero fisiológico (equivalente a 1.5 x 108 

UFC/ml). El diámetro del halo de inhibición de crecimiento (en mm) permite valorar la 

sensibilidad de un determinado microorganismo frente a cada antibiótico en las 

categorías de sensibilidad (S), sensibilidad intermedia (I) o resistencia (R) siguiendo las 

normas establecidas por el CLSI (85). El diámetro obtenido en la zona de inhibición se 

correlaciona con los valores de CMI determinados a partir de técnicas estándar. 

c) Tiras de Epsilon-test (E-test). Se trata de una técnica para determinación cuantitativa de la 

CMI (µg/ml) que utiliza una tira de plástico impregnada de antibiótico a un rango de 

concentración creciente y variable según el agente antimicrobiano a evaluar y que se 

deposita en una placa inoculada con una suspensión bacteriana 0.5 en la escala de 

McFarland en suero fisiológico. La CMI corresponde al valor que aparece en el punto de 

intersección del halo de inhibición de crecimiento bacteriano de forma elipsoidal (de ahí el 

nombre de la técnica) con la tira (ver figura 19). Este procedimiento se realizó siguiendo las 

recomendaciones de la casa comercial (AB BIODISK, Solna, Suecia). 

                                                                                     

 

 

                                                           
Figura 19. Determinación de la sensibilidad a antimicrobianos por E-test. 

 

 

 

 

http://www.monografias.com/trabajos14/nuevmicro/nuevmicro.shtml
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7.1.5. Técnicas moleculares 

 

7.1.5.1. Extracción de ADN 

La extracción de ADN genómico o plasmídico fue realizada por técnicas de extracción 

convencionales o utilizando kits comerciales. Las técnicas de extracción convencionales utilizan 

como agentes líticos el calor, soluciones alcalinas y/o detergentes. Los kits comerciales 

combinan los procedimientos anteriores con el uso de columnas específicas de purificación de 

ADN genómico o plasmídico. Estos métodos permiten obtener ADN con elevada pureza, mayor 

rendimiento y estabilidad aunque a un coste significativamente superior a los convencionales.  

 

a) ADN genómico. Se realizó por la técnica de extracción por calor (boiling) o utilizando 

columnas específicas de sílice-gel de los kits comerciales DNeasy Tissue kit® (Qiagen 

GmbH, Hilden, Germany) o Wizard Genomic DNA purification System (Promega, 

Madison, WI). En el primer caso, se obtuvo el ADN a partir del sobrenadante de una 

suspensión bacteriana en 300 µl de agua hervida a 100ºC durante 15 minutos y 

centrifugada a 13.000 rpm durante 15 minutos. La obtención de ADN utilizando kits 

comerciales se realizó a partir de una suspensión bacteriana de las células recuperadas 

de un cultivo bacteriano líquido (en caldo LB) en un tampón de lisis, y un tratamiento 

de la muestra con proteinasa K (20mg/ml). El sobrenadante obtenido tras centrifugación 

se pasó por una columna de sílice a la que el ADN se adsorbe específicamente. 

Finalmente, se realiza el lavado de los contaminantes existentes (proteínas o inhibidores 

enzimáticos) y la elución del ADN purificado a través de una solución de bajo 

contenido en sales o en agua.  

La extracción de ADN genómico in situ se realizó por incorporación de las células 

bacterianas en moldes de agarosa siguiendo el protocolo estándar original de Cold 

Spring Harbour y, ocasionalmente, un protocolo de preparación rápido (159, 434a). 

Resumidamente, se inocula una colonia en caldo LB y se incuba el cultivo bacteriano a 

37ºC durante 18h. Se centrifugan los tubos de cultivo a 6.000 rpm., y se lavan las 

células con una solución de PIV (10mM Tris-HCl pH7.6 + 1M NaCl). A esta 

suspensión de células se le añade un volumen de agarosa al 1.6% (agarosa D-5, 

Laboratorios Conda S.A., Madrid, España) en proporción 1:1 con el cuidado de lograr 

una mezcla homogénea que se dispensará en moldes apropiados. Tras la solidificación 

de los bloques de agarosa a temperatura ambiente durante 15-20 min, se procede a la 

lisis de las células contenidas en los mismos utilizando una solución de 6mM Tris-HCl 

(pH7.6), 1M NaCl, 100mM EDTA (pH7.5), 0.5% Brij58, 0.2% desoxicolato, 0.5% de 

lauroil sarcosina de sodio (Sarcosyl), 20µg/ml ARNasa y 1mg/ml de lisozima durante 
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18h. La desproteinización se lleva a cabo con una solución (ESP), compuesta por 0.5M 

EDTA (pH9.0), 1% Sarkosyl y 50µg/ml de proteinasa K (Sigma-Aldrich Inc., St. Louis, 

MO, EUA) en baño a 50ºC durante 18h. Por último, se realizan 3-4 lavados de los 

bloques de agarosa con una solución de TE a temperatura ambiente con agitación 

durante 5-15 min. En el protocolo rápido, los pasos de lisis y desproteinización ocurren 

simultáneamente, utilizando una solución de 50mM Tris, 50mM EDTA, 1% N-lauryl-

sarkosine y 0.1mg/ml proteinasa K, pH=8 (Sigma-Aldrich Inc., St. Louis, MO, EUA) 

durante un período de incubación de 18h a 54ºC. 

 

b) ADN plasmídico. La obtención de plásmidos se llevó a cabo utilizando los métodos de 

lisis alcalina de Birnboim y Doly (plásmidos de 2-150kb) y el método de Barton 

(plásmidos 30->150kb).  

 

El método de lisis alcalina de Birnboim y Doly se basa en la diferente resistencia del ADN 

plasmídico y del ADN cromosómico al pH básico (40). La utilización de una solución de 

hidróxido de sodio 0.2N y del detergente dodecil sulfato de sodio al 1% (SDS) provoca la lisis 

celular y la desnaturalización del ADN plasmídico y cromosómico. La neutralización posterior 

con acetato potásico (3M, pH=5) permite que el ADN plasmídico vuelva a su configuración 

covalente circular cerrada y que por lo tanto permanezca soluble, mientras el ADN 

cromosómico y las proteínas precipitan en un complejo formado por potasio y SDS que se 

elimina por centrifugación. El ADN presente en el sobrenadante se purifica con una solución de 

fenol:cloroformo:álcohol isoamílico (25:24:1) y con una solución de cloroformo. A 

continuación, el ADN se recupera tras una primera precipitación del sobrenadante obtenido con 

etanol adicionado de acetato potásico (1:10) durante 30-90 minutos y posteriormente se 

concentra por precipitación con etanol al 70%, repitiendo este paso dos veces. Este método ha 

estado tradicionalmente limitado a la extracción de plásmidos en alto o medio número de copias 

y de peso molecular <50kb, obteniéndose un rendimiento aproximado de 2-5µg de ADN. Las 

versiones comerciales del método de lisis alcalina utilizan volúmenes mayores y un paso de 

purificación posterior con resinas de intercambio iónico, permitiendo un rendimiento de 100-

150 µg de ADN. En esta tesis se utilizaron los kits QIAprep Spin Miniprep kit, el QIAGEN 

Plasmid Midi kit (Qiagen, GmbH, Hilden, Germany) y el PowerPrep™ HP Midiprep Kits with 

Prefilters (Marlingen Biosciences, Ijamsville, Maryland, EUA), que permiten la extracción de 

varias muestras en un día de trabajo y la obtención de plásmidos de bajo número de copias y de 

alto peso molecular (hasta 150 kb).  

El método de Barton consiste en el análisis de ADN genómico por electroforesis de campo 

pulsado tras digestión con S1 nucleasa y está basado en la digestión selectiva de la enzima 

utilizada que digiere totalmente el ADN cromosómico y convierte el ADN plasmídico super 
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enrollado en ADN lineal, permitiendo que su migración en un gel de campo pulsado sea 

directamente proporcional a su tamaño y comparable con los marcadores de peso molecular 

utilizados (24). 

 

7.1.5.2. Digestión de ADN 

La digestión de ADN genómico, plasmídico o correspondiente a fragmentos obtenidos tras 

amplificación selectiva por PCR se realizó utilizando enzimas de restricción cuyo tipo y 

concentración fue variable según el ADN a analizar y los objetivos planteados (obtención de 

patrones de huella dactilar, fragmentos para clonar o verificación de insertos, véase apartados 

7.1.9.2, 7.1.9.3 y 7.1.10.1). Las condiciones de reacción se establecieron siguiendo las 

recomendaciones del fabricante con un tiempo de incubación de 4-18h a la temperatura óptima 

para cada enzima. Tras la digestión, las enzimas se inactivaron a 65ºC durante 15-20 minutos.  

La digestión del ADN genómico in situ (en moldes de agarosa) con enzimas de restricción 

apropiadas se llevó a cabo tras un lavado previo de una porción de un bloque de agarosa (3mm 

de ancho) con agua durante 10 minutos. La digestión enzimática se realizó en un volumen final 

de reacción de 100µl (1X del tampón de reacción específico de la enzima elegida, y 6-30U de 

enzima), a 37ºC durante un tiempo variable (30 min-24 horas).  

 

 

7.1.5.3. Amplificación de ADN 

a) PCR 

La técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction o reacción en cadena por la polimerasa) se 

utilizó para la detección e identificación de secuencias (apartado 7.1.7.4), la tipificación 

molecular de integrones (apartado 7.1.9.3) y la obtención de fragmentos para clonación 

posterior (apartado 7.1.10.1).  

Todas las reacciones de PCR se realizaron en termocicladores MJ Research PTC-100 

(Global Medical Instrumentation Inc., Minnesota, EUA) utilizando controles de reacción 

positivo, negativo y blanco. Las condiciones y componentes de cada reacción variaron 

dependiendo del tamaño del fragmento a amplificar.  

Para la amplificación de secuencias de ADN < 3 kb se prepararon mezclas en un volumen 

de reacción final de 50µl o 20µl que contenían los siguientes componentes a la concentración 

final que se especifica entre paréntesis: tampón de reacción (1X), MgCl2 (1.5mM), 

dideoxinucleótidos (0.2 mM), cebadores específicos directo y reverso (1µM) y Taq polimerasa 

(1.5UI). Las condiciones de reacción utilizadas fueron un ciclo de desnaturalización a 94ºC 

durante 10 min, 35 ciclos de amplificación a 94ºC durante 1 min, alineamiento a 50-65ºC 

durante 1-2 min y extensión a 72ºC durante 1-3 min, seguido de un paso de extensión final a 
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72ºC durante 10 min. Las polimerasas utilizadas fueron Amplitaq Gold (Applied Biosystems, 

Foster City, CA, EUA), EcoTaq (Ecogen, Madrid, España) y rTaq (Takara Bio Inc, Shiga, 

Japón). La enzima Amplitaq Gold es una polimerasa de alta fidelidad y especificidad que se 

activa solamente a temperaturas elevadas (“hot-start”), disminuyendo por tanto la formación de 

productos inespecíficos y aumentando el rendimiento. Las enzimas EcoTaq (Ecogen, Madrid, 

España) y rTaq (Takara Bio Inc, Shiga, Japón) son polimerasas sin requerimientos especiales y 

compatibles con una gran variedad de reacciones de PCR.  

Para la amplificación de secuencias >3kb se utilizaron mezclas en un volumen final de 

reacción de 50µl o 20µl que contenían los siguientes componentes a la concentración final que 

se especifica entre paréntesis: tampón de reacción (2.5mM), MgCl2 (2.5mM), cebadores 

específicos directo y reverso (1µM) y Taq polimerasa (2.5UI). La polimerasa utilizada fue 

Takara LA Taq
TM (Takara Bio Inc, Shiga, Japón), una enzima de alta eficiencia y fidelidad que 

permite la amplificación de fragmentos de ADN >15 kb. Las condiciones de reacción utilizadas 

fueron: un ciclo de desnaturalización a 94ºC (1 min), 35 ciclos a 96ºC (20s), 55-60ºC (1 min) y 

72ºC (3-5 min), seguidos de un paso final de 10 min a 72ºC.  

La adición ocasional de dimetilsulfóxido (DMSO) (5-10%), un agente desnaturalizante que 

permite una mejor separación de las cadenas de ADN, facilitó la amplificación de fragmentos 

grandes y su posterior secuenciación ya que reduce la formación de productos inespecíficos que 

se generan durante la amplificación.   

 

Los cebadores y las condiciones de todas las reacciones de PCR aplicadas en esta tesis son 

descritos en la tabla 12. 

La purificación de productos de PCR obtenidos, necesaria antes de proceder a su digestión 

enzimática, secuenciación o clonación, se realizó utilizando el kit comercial QIAquick PCR® 

(Qiagen GmbH, Hilden, Germany) que permite la adsorción del ADN a una membrana de sílice 

en presencia de altas concentraciones de sales y su posterior elución con agua o un tampón 

específico con bajo contenido en sales.  

 

7.1.5.4. Separación de ADN 

La separación de fragmentos ADN se realizó por electroforesis utilizando sistemas de 

corriente continua y corriente alterna.  

 

a) Electroforesis de corriente continua.  

Este tipo de electroforesis consiste en la aplicación de un campo eléctrico estático de 

corriente continua, que permite separar fragmentos de ADN de tamaño comprendido entre 10pb 

y 50 kb que migran en el gel en función de su peso molecular. Sin embargo, la resolución de los 
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fragmentos superiores a 20kb es baja, dado que migran simultáneamente bajo las condiciones 

aplicadas. Esta técnica ha sido utilizada para la separación de productos de PCR (con tamaños 

aproximados de entre 0.2-10kb) o para la separación de plásmidos digeridos o sin digerir.  

En los pocillos del gel se aplica una cantidad de muestra de ADN (2-3µl para productos de 

PCR o 15-20µl para plásmidos), mezclada previamente con una cantidad de entre 2-5µl de 

tampón de carga, cuya función es monitorizar el proceso electroforético y proporcionar 

densidad a la mezcla aplicada. La separación de los fragmentos de ADN se realiza en una 

cubeta de electroforesis con tampón TBE 0.5X, utilizando una corriente eléctrica entre 80 y 

100V durante 40 min-4 o 5 horas. La duración de la corrida es directamente proporcional a la 

concentración de agarosa utilizada y termina cuando el frente visible por la presencia del 

tampón de carga migre hasta el final del gel. Los marcadores de peso molecular utilizados 

fueron λ-EcoT14 I/BgI II digest (0.06-22.01 kb) y 100 bp DNA ladder (100-1000 pb) (Takara 

Bio Inc., Shiga, Japón).  

 

b) Electroforesis  de corriente alterna o electroforesis de campo pulsado (ECP) 

El procedimiento incluye la extracción de ADN en bloques de agarosa (ver apartado 

7.1.5.1), digestión de ADN con enzimas de restricción que reconocen secuencias de 6-8 pb (ver 

apartado 7.1.5.2), y separación de los fragmentos obtenidos por electroforesis utilizando un 

gradiente de corriente alterna que permite la resolución de moléculas de alto peso molecular 

(>20kb). Los cambios de dirección en el campo eléctrico permiten la reorientación y migración 

selectiva de moléculas según su peso molecular, posibilitando la separación de moléculas de 

hasta 10Mb (224, 422).  

 

La separación de los fragmentos de ADN obtenidos tras digestión enzimática se efectúa 

utilizando un sistema CHEF-DRIII (countour-clamped homogeneous electric field) (Bio-Rad 

Laboratories S.A., La Jolla, CA), aplicando un voltaje de 6V/cm, manteniendo la temperatura a 

14ºC y utilizando condiciones de corrida variables de acuerdo con el tamaño de los fragmentos 

generados tras digestión enzimática específica: XbaI (10-40s, 24h), I-CeuI (5-25s durante 23 h 

seguido de una rampa de 60-120s durante 10 h) y S1 nucleasa (5-25s por 6h, seguido de otra 

rampa de 30-45s por 18h). Los marcadores de peso molecular utilizados fueron λ-ladder PFG 

marker (48kb-1018.5kb), Low Range PFG marker (0.13-194 kb) y el Yeast Chromosome PFG 

marker (225-1900 kb), todos ellos de la casa comercial New England Biolabs (New England 

Biolabs, Inc., Ipswich, EUA).  
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c) Preparación de geles de agarosa 

Para electroforesis corriente continua. Los geles se prepararon en tampón Tris-Borato-

EDTA (TBE) 0.5X, a una concentración de agarosa variable dependiendo del tamaño molecular 

de los fragmentos a separar. La agarosa utilizada fue agarosa D-1 (Laboratorios Conda S.A., 

Madrid, España) que se caracteriza por su baja endoelectrosmosis permitiendo una alta 

movilidad electroforética. Por norma general, se usaron geles de agarosa al 0.7-0.8% 

(peso/volumen) para la separación de fragmentos entre 0.5 y 20 kb, geles de agarosa al 1% para 

la separación de fragmentos entre 0.3 y 10 kb y geles de agarosa al 2% para la separación de los 

fragmentos entre 0.1 y 1.0 kb. 

Para electroforesis de campo pulsado. Los geles se prepararon en tampón Tris-Borato-

EDTA (TBE) 0.5X, a una concentración de agarosa variable (1,2-1,4%) dependiendo del 

tamaño molecular de los fragmentos a separar. Se utilizó agarosa D-5 (Laboratorios Conda 

S.A., Madrid, España) o agarosa Seakem
®
 Gold (Cambrex Bio Science Rockland Inc., 

Rockland Maine, EUA), cuyas características (“high gel strenght”, alta movilidad 

electroforética, “higher exclusión limit”) posibilitan una separación óptima de fragmentos de 

ADN de gran tamaño por electroforesis de campo pulsado, ya que su bajo valor de 

electroendosmosis (<0.05) permite una mayor movilidad electroforética, y son adecuadas para 

la posterior trasferencia de ADN a membranas específicas.  

 

d) Tinción y visualización 

La visualización del ADN separado por electroforesis se realiza mediante la tinción de los 

geles con una solución stock de 1mg/mL de bromuro de etídio (BrEt) durante 30-40 minutos 

para conseguir una concentración final de 0.2 µg/ml. El BrEt es un colorante fluorescente que se 

intercala en las bases de la doble hélice del ADN formando un complejo que es detectado a la 

luz UV. Los geles de agarosa pueden prepararse con y sin BrEt ya que el efecto de este agente 

sobre la migración del ADN lineal es inapreciable. Sin embargo, no se incorpora nunca a los 

geles cuando se analizan formas covalentes circulares (CCC) de plásmidos o fragmentos de alto 

peso molecular ya que las moléculas intercaladas con BrEt son sensibles a la rotura con la luz 

UV. Los geles son teñidos posteriormente y lavados en agua destilada (10-15 minutos), 

expuestos a la luz UV y la imagen correspondiente capturada por el equipo Kodak Digital 1D 

(versión 3.6). 

 

7.1.5.5. Clonación de ADN 

El estudio de la evolución de los distintos genes blaCTX-M fue realizado con plásmidos 

recombinantes obtenidos tras la clonación de los genes blaCTX-M en el plásmido pBGS18 (AmpS, 

KanR), un derivado de pBR322 (438) y su posterior transformación en estirpes normo e 
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hipermutadoras de E. coli. El procedimiento consta de 4 etapas: amplificación de ADN, 

ligación, transformación y selección.  

 

Amplificación de ADN. Se realizó utilizando oligonucleótidos que incluyen secuencias 

correspondientes a los puntos de corte (subrayados) de las enzimas seleccionadas para la 

digestión, y ligación del gen y del plásmido vector de clonación: CTX-MEco (5’-

GGAATTCGACTATTCATGTTGTTGTTATT-3’), el cual reconoce una secuencia homóloga a 

29 bp del codón de iniciación del gen blaCTX-M y CTX-MPst (5’-AACTGCAGTTCCGC 

TATTACAAACCGT-3’), el cual incluye el codón stop del mismo gen, permitiendo así la 

amplificación de la secuencia completa de los genes blaCTX-M. Las condiciones de amplificación 

y los métodos de purificación empleados están incluidos en el apartado 7.1.5.3. 

Ligación. El ADN de los productos de PCR obtenidos y del plásmido pBGS18 fue digerido 

simultáneamente con EcoRI y PstI, y posteriormente ligados con la enzima T4 DNA ligasa 

(Roche Diagnostics S.L., Barcelona, España). La reacción de ligación se efectuó utilizando 

ADN de plásmido y de inserto a una proporción de 1:3, tampón de reacción de la enzima (1X) y 

1UI de T4 DNA ligasa, incubándose la mezcla en baño a 16ºC durante 2h o a 4ºC durante 18h. 

Transformación. Los plásmidos recombinantes obtenidos en el paso anterior fueron 

introducidos en dos tipos de estirpes receptoras curadas de plásmidos: E. coli MI144 (∆AmpC), 

una cepa normomutadora cuyo gen ampC se encuentra deletado (92) y E. coli GB20 (∆AmpC, 

mutS::Tn10), una estirpe hipermutadora derivada de la anterior caracterizada por la presencia de 

una mutación en el gen mutS (150). El procedimiento de transformación utilizado es descrito en 

el apartado 7.1.8.2.  

Selección de los transformantes.  Se realizó en placas de medio de LB suplementadas con 

kanamicina (50 µg/ml) como marcador del plásmido seleccionado, cefotaxima (1-8 µg/ml), 

ceftazidima (1-8 µg/ml) o ampicilina (20 µg/ml) como marcador del gen clonado y tetraciclina 

(20 µg/ml) como marcador de la presencia de Tn10. 

 

7.1.5.6. Identificación y tipaje 

a) Hibridación 

La identificación de genes o secuencias en genomas y elementos de transferencia 

horizontal (plásmidos, transposones) se realizó por hibridación del ADN objeto de estudio con 

sondas específicas, normalmente obtenidas por PCR. Este proceso comprende las etapas de 

separación, transferencia y fijación del ADN a una membrana, el marcaje de sondas, la 

hibridación del ADN con las mismas, y el revelado de la señal obtenida (414). 
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Separación, transferencia y fijación del ADN a una membrana. La separación de los 

fragmentos de ADN digerido enzimáticamente se efectuó por electroforesis normal o de campo 

pulsado en las condiciones descritas en el apartado 7.1.5.4. Tras la visualización del gel, se 

procedió a la fijación del ADN por exposición a la luz UV durante 2 minutos. A continuación, 

se cubrió el gel con una solución de NaOH 0.4N a temperatura ambiente durante 1.5h, solución 

que facilita la posterior transferencia del ADN a una membrana de nylon por southern blot y la 

eliminación de ARN residual. El sistema para la transferencia de ADN por capilaridad aparece 

representado en el esquema de la figura 20. Brevemente, el procedimiento consiste en la 

colocación de una hoja de papel de filtro Whatman 3MM humedecida con NaOH 0.4N sobre un 

soporte sólido dejando los extremos del papel sumergidos en el líquido de transferencia (NaOH 

0.4N). Sobre el papel Whatman, se deposita el gel con los pocillos hacia abajo y sobre éste, una 

membrana de nylon (Hybond+, Amersham Life Sciences, Uppsala, Sweden) de tamaño 

exactamente igual al del gel, debidamente marcada y evitando la formación de burbujas de aire. 

Sobre esta membrana se colocan dos hojas de papel Whatman de igual tamaño, una pila de 

papeles de filtro de tamaño aproximadamente igual al del gel y sobre todo ello, un peso de 

aproximadamente 1kg, para facilitar la transferencia del ADN cargado negativamente hacia la 

membrana que está cargada positivamente. El tiempo para lograr la transferencia varía de 36-

72h dependiendo del tamaño de los fragmentos a transferir (36h hasta 20kb, 48-72h para 

fragmentos >50kb). A continuación se lava la membrana con una solución tampón Tris 0.5M 

pH=7 durante 5 minutos, una solución de SSC 2% durante 2 minutos y se deja secar sobre papel 

de filtro. La fijación del ADN transferido a la membrana se realiza por exposición a la luz UV 

durante 2-3 minutos. 

 

         Soporte
Tampón

Papel absorvente

Gel

Membrana

Papel Whatman

Peso

 

Figura 20. Esquema representativo de un sistema de transferencia de ADN por Southern blot. 
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El marcaje de las sondas e hibridación del ADN problema con las mismas se realizó 

utilizando el kit comercial Gene Images Alkphos Direct Labelling system (Amersham Life 

Sciences, Uppsala, Sweden) que se basa en una reacción de quimioluminiscencia.  

Para el marcaje directo de las sondas se utilizó ADN purificado a una concentración de 10 

ng/µl que es desnaturalizado por calor (baño a 100ºC por 5 minutos) y unido covalentemente a 

una enzima termoestable (fosfatasa alcalina) tras una incubación a 37ºC por 30 minutos.  

La hibridación del ADN fijado en las membranas con las sondas preparadas requiere un 

paso previo de pre-hibridación con el líquido de hibridación con el objetivo de “bloquear” la 

membrana con un ADN extraño y reducir la formación de ligaciones inespecíficas entre el ADN 

y la membrana. Se añade la sonda previamente marcada al líquido de hibridación y se incuba a 

55-60ºC durante 18h en horno de hibridación. Posteriormente se procede al lavado de las 

membranas a 55-60ºC (la temperatura depende de las condiciones de astringencia requeridas), 

para eliminar el exceso de sonda.  

La señal de hibridación se produce tras la adicción del sustrato dioxetano (CDP-star 

Detection Reagent; Amersham Life Sciences, Uppsala, Sweden) sobre el que actúa la fosfatasa 

alcalina emitiendo una señal de luminiscencia. Esta señal se detectó en placas de autoradiografía 

Hyperfilm-ECL (Amersham Life Sciences, Uppsala, Sweden) tras un período de exposición de 

4h-1día en oscuridad a 4ºC, utilizando máquinas automáticas de revelado. Las membranas 

fueron utilizadas varias veces siendo necesario eliminar las sondas fijadas previamente antes de 

cada nueva hibridación (“stripping”). Este proceso se llevó a cabo lavando en una solución 

desnaturalizante de SDS al 1% a 80ºC durante 20 minutos con agitación y en una solución de 

EDTA 20mM pH=8 por 15 minutos a temperatura ambiente que permite eliminar el ADN de la 

sonda liberada. El proceso fue repetido dos veces comprobándose la eliminación de la sonda 

tras exposición de las membranas en placas de autoradiografía y confirmación de una señal 

negativa.  

 

b) Multi-Locus Sequence Typing (MLST) 

Esta técnica se basa en el análisis de secuencias intragénicas de ADN correspondientes a 7 

genes que codifican enzimas metabólicos no sometidos a presión selectiva (genes 

"housekeeping") cuyos perfiles permiten detectar variantes alélicas que definen líneas clonales 

relativamente estables. Los siete genes considerados en el análisis de la especie E. coli por 

MLST son: adk (gen que codifica adenilato kinasa), fumC (gen que codifica fumarato kinasa), 

gyrB (gen que codifica ADN girasa), icd (gen que codifica isocitrato/isopropilmalato 

deshidrogenasa), mdh (gen que codifica malato deshidrogenasa), purA (gen que codifica 

adenilosuccinato deshidrogenasa), y recA (gen que codifica ATP/GTP “binding motif”) cuya 

secuencia, oligonucleótidos y condiciones de amplificación aparecen en la base de datos de la 
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página web http://www.mlst.net. Los productos de PCR fueron purificados utilizando el kit 

QIAquick PCR® (Qiagen GmbH, Hilden, Germany) y secuenciados posteriormente con el 

secuenciador automático ABI Prism 377 (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA). Los 

cromatogramas obtenidos fueron analizados utilizando el software Chromas Versión 2.32 

(Technelysium Pty Lda., Tewantin, Australia) y las secuencias de cada uno de los loci 

comparadas con las identificadas en la base de datos centralizada (www.mlst.net). Se asignó a 

cada aislado un perfil de siete números que indica las variantes alélicas de los genes analizados 

y que se corresponde con un tipo de secuencia (Sequence Type, ST). 

 

7.1.5.7. Análisis bioinformático  

Las secuencias obtenidas fueron analizadas y editadas utilizando el programa Chromas 

versión 2.32, y posteriormente comparadas con las disponibles en las bases de datos del 

National Center for Biotechnology Information (NCBI) y del European Molecular Biology 

Laboratory (EMBL), utilizando las herramientas BLASTN o BLASTP 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast//). El análisis de la similitud entre múltiples secuencias 

genéticas se realizó con el programa ClustalW 

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html). La identificación de ORFs (open reading 

frames) y la anotación de secuencias para depósito en las bases de datos del NCBI se llevó a 

cabo utilizando el programa ARTEMIS (versión 10.1) y (http://www.sanger.ac.uk/Software).  

Las imágenes de los patrones de huella dactilar de ADN genómico y plasmídico fueron 

captadas y digitalizadas utilizando el equipo Kodak Digital 1D (versión 3.6) y posteriormente 

analizadas con el programa BioNumerics (version 4.0; Applied Maths, Sint-Martens-Latem, 

Belgium). La relación entre patrones de bandas se calculó aplicando el coeficiente de similitud 

de Dice, generándose un dendrograma a partir del algoritmo de medias aritméticas de UPGMA. 

 

7.1.6. Estructura poblacional de Enterobacteriaceae productoras de BLEE 

La identificación de clones o grupos clonales (definidos como individuos descendientes 

del mismo precursor que poseen un perfil idéntico o muy similar de marcadores genéticos 

determinados) entre aislados relacionados epidemiológicamente fue investigada por las técnicas 

de electroforesis de campo pulsado (ECP) y multi-locus sequence typing (MLST) (474).  

 

Electroforesis de campo pulsado (ECP) (ver apartado 7.1.5.4 para detalles de 

procedimiento). La comparación visual de los patrones de ADN genómico digerido con XbaI 

(Takara Bio Inc., Shiga, Japón) obtenidos por ECP aplicando los criterios estándar de Tenover y 

col. (456) permitió establecer cuatro categorías para definir la relación epidemiológica de los 

aislados: i) indistinguibles (sus patrones de huella dactilar no presentan bandas de diferencia); 
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ii) muy relacionados (sus patrones de huella dactilar se diferencian en 2 ó 3 bandas); iii) 

posiblemente relacionados (sus patrones de huella dactilar difieren en 4-6 bandas); y iv) 

diferentes (la diferencia entre los perfiles es > 7 bandas). La comparación de patrones se realizó 

también con la ayuda de programas informáticos (ver apartado 7.1.5.7) aplicando una tolerancia 

de 0.1% y optimización 0.5%. Los aislados cuyos patrones presentaban una similitud >90% 

fueron considerados como pertenecientes al mismo clone. 

Multi-locus sequence typing (MLST) (ver apartado 7.1.5.6 para detalles de procedimiento). 

Esta técnica permitió identificar secuencias tipo (ST) prevalentes en aislados de E. coli aislados 

en amplias zonas geográficas. 

 

7.1.6.1. Determinación de grupos filogenéticos de Escherichia coli 

La estructura poblacional de la especie de E. coli se compone de cuatro grupos 

filogenéticos predominantes y sus correspondientes sub-grupos, [A (A0, A1), B1, B2 (B22, B23) 

y D (D1, D2)] que fueron identificados por un ensayo de PCR múltiple basada en la 

amplificación de dos genes con función conocida (chuA y 
yjaA) y un fragmento de ADN de 

función desconocida (TSPE4.C2) (figura 21, 83, 138). Los resultados de este ensayo se 

correlacionan con los obtenidos por la técnica de Multi-locus Enzyme Electrophoresis (MLEE) 

y ribotipia de múltiples secuencias genéticas (39, 192) utilizadas inicialmente para en estudios 

de estructura poblacional de la especie E. coli.  

 

7.1.7. Caracterización de β-Lactamasas de Espectro Extendido (BLEE) 

La detección y caracterización de estas enzimas incluyó la detección fenotípica, la 

determinación de su punto isoeléctrico, y la amplificación y el análisis de su secuencia 

genética. 

 

7.1.7.1. Detección fenotípica 

La presencia de BLEE fue inferida a partir del ensayo fenotípico de Jarlier y col. conocido 

como test de sinergia de doble disco (Double-Disk Synergy Test; DDST) (205). Este ensayo es 

la aplicación de la técnica de difusión disco-placa y consiste habitualmente en la aplicación de 

tres discos de los antibióticos β-lactámicos cefotaxima (30 µg), amoxicilina/ácido clavulánico 

(20 µg/10 µg) y ceftazidima (30 µg) a una distancia aproximada de 20 mm en ángulo de 180ºC. 

Un aumento del halo de inhibición correspondiente a cefotaxima y/o ceftazidima en las 

proximidades del disco de amoxicilina/ácido clavulánico indica la presencia de una β-lactamasa 

de espectro extendido, como ilustra el ejemplo de la figura 22.  
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7.1.7.2. Detección de la presencia de β-lactamasa 

Se realiza por un ensayo de actividad enzimática utilizando como sustrato una 

cefalosporina cromogénica conocida como nitrocefín (100µM) (OXOID, Basingstoke, RU) que 

en presencia de una β-lactamasa sufre un cambio de color de amarillo (λmax = 390 nm a pH 7.0) 

a rojo (λmax = 486 nm a pH 7.0) debido a la hidrólisis del enlace amidico del anillo β-lactámico. 

Este ensayo se realiza utilizando un extracto enzimático de la cepa problema y nitrocefín 

(50µg/ml) en cantidades iguales (3 µl).  

 

 

 

                 
Figura 21. Identificación de los grupos filogenéticos de E. coli según el esquema de PCR 
múltiples descrito por Clermont y col. (83).  

 
 

 

 

                         

Figura 22. Detección de la producción de BLEE por 
el test de sinergia con doble disco (DDST).  
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7.1.7.3. Determinación del punto Isoeléctrico (pI) 

La determinación del pI de una proteína se realiza por la técnica de isoelectroenfoque 

(IEF) que consiste en la separación electroforética de proteínas en un gel de poliacrilamida con 

un gradiente de pH creciente. Las moléculas migran en el gel desde el ánodo hasta el cátodo, 

hasta presentar una carga neta zero (cuando el pH del gel iguala su valor de pI). Una reacción 

enzimática con nitrocefín revela la presencia de la enzima cuyo pI es inferido por comparación 

con controles presentes en el mismo gel.  

 

La determinación del pI de una proteína incluye 3 fases: 

 

1) Obtención de extractos enzimáticos. Se obtienen por lisis de las células bacterianas con 

ultrasonidos utilizando un sonicador W380 (Heat-System Ultrasonics, New York, NY). El 

extracto celular se prepara a partir de un cultivo de 18h en caldo LB suplementado con 1-

2µg/ml de cefotaxima/ceftazidima (dependiendo del patrón de susceptibilidad a antibióticos β-

lactámicos). Se efectúa un lavado celular con tampón de fosfato sódico (PBS 0.1M, pH 7.0, 

véase apartado composición de soluciones en anexo 7.3) tras la centrifugación de las células y 

resuspensión en PBS. Todo el proceso de sonicación de los extractos congelados se realiza en 

hielo para evitar la degradación enzimática por el calor generado. La aplicación de ultrasonidos 

se realiza en ciclos de 30-60 seg aplicando pulsos de 2 seg con 50-60% ciclo on/off. Se repiten 

los ciclos hasta que se obtiene un extracto limpio (4-10 ciclos) que se centrifuga 

inmediatamente. El sobrenadante se transfiere a tubos nuevos que se almacenan a      -20/-70ºC. 

 

2) Separación en el gel o isoelectroenfoque utilizando geles de poliacrilamida PhastGel IEF 3-9 

(Pharmacia Biotech, Madrid, España) y la unidad de electroforesis Pharmacia Phastsystem 

(Global Medical Instrumentation Inc., Ramsey, Minnesota, EUA). El isoelectroenfoque consta 

de tres fases: i) un pre-enfoque a 15ºC, 75 Vh y voltaje de 2000V en el cual se forma el 

gradiente de pH en el gel; ii) la aplicación automática de la muestra a partir de un peine 

apropiado y iii) un último paso de enfoque (500Vh, 2000V) en el cual las proteínas migran 

hacia el punto que corresponde a su punto isoeléctrico. Todos los geles incluyeron como 

controles de movilidad electroforética extractos con β-lactamasas de pI conocido. Los controles 

utilizados con más frecuencia fueron aquellos que contenían TEM-1 (pI=5.4), TEM-24 (pI=6.5), 

SHV-12 (pI=7.6) y/o CTX-M-10 (pI=8.1).  

 

3) Tinción final del gel con 100µl de una solución de nitrocefín de 50µg/ml. La reacción 

enzimática con nitrocefín revela la presencia de una enzima determinada cuyo pI es inferido por 

comparación con controles presentes en el mismo gel. 
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7.1.7.4. Amplificación e identificación de su secuencia genética  

La presencia de BLEE de las familias de clase A más frecuentes (TEM, SHV o CTX-M) y 

la identificación de sus distintas variantes se determinó por amplificación de los genes bla con 

cebadores específicos y posterior secuenciación de los productos de PCR obtenidos (tabla 12). 

La identificación de genes blaCTX-M se realizó por un ensayo de PCR múltiple que permite la 

detección de genes que codifican enzimas de los cinco grupos de la familia CTX-M: CTX-M-1, 

CTX-M-2, CTX-M-8, CTX-M-9 y CTX-M-25 (500).  

 

7.1.7.5. Localización del gen bla: plásmido/cromosoma 

La localización de los genes bla fue determinada por hibridación de ADN genómico 

digerido con la enzima de restricción I-CeuI y separado por ECP (ver apartado 7.1.5.4 para 

detalles de procedimiento) con sondas intragénicas blaBLEE y 16S rADN específicas  (259). La 

enzima I-CeuI reconoce solamente sitios de restricción en ADN cromosómico correspondientes 

a regiones específicas del operon 23S de los genomas bacterianos. La sonda de 16S rADN 

hibrida exclusivamente en fragmentos de cromosoma. Una hibridación positiva de ADN 

genómico digerido con I-CeuI con la sonda problema pero negativa con la sonda 16S rADN 

indica la localización plasmídica del gen bla. Una hibridación positiva de ADN genómico 

digerido con I-CeuI con la sonda problema y con  la sonda 16S rADN indica la localización 

cromosómica del gen bla. 

 

7.1.8. Estudios de transferibilidad 

Los métodos utilizados para determinar la transferencia in vitro de genes blaBLEE fueron la 

conjugación en medio líquido y/o en filtro y la transformación. 

 

7.1.8.1. Conjugación 

La cepa receptora utilizada en los ensayos de conjugación fue un derivado de la estirpe de 

E. coli K12 resistente al ácido nalidixico y a rifampicina, con actividad fermentadora de lactosa 

y curada de plásmidos, designada E. coli BM21R (95). Los inóculos de partida de cepas (D) y 

(R) fueron cultivos de 18h en aerobiosis (ajustados a 6x108 células/ml) con agitación suave a 

37ºC en caldo LB posteriormente diluídos 1:100 en 5ml de caldo LB, obteniéndose una 

concentración de 6x106 células /ml. 

Conjugación en medio líquido se realizó por el método de punto final (“end point”) (428). Se 

mezclaron las estirpes donadora y receptora (ratio 1:2, dilución D+R), cultivos que fueron 

incubados 18h a 37ºC. Posteriormente, se inoculó 100µl de la dilución R, de la dilución D+R y 
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de sus correspondientes diluciones seriadas 1/10 (10-1–10-6) en placas de agar LB suplementadas 

con 1 µg/ml de cefotaxima y/o 100 µg/ml de rifampicina.  

Conjugación en filtro (“filter mating”) (124). La preparación de los inóculos de partida de 

cepas donadora (D) y receptora (R) y de las diluciones y mezclas posteriores son análogas a las 

descritas en el apartado anterior. Las diluciones R y D+R fueron centrifugadas a 6000 r.p.m. 

durante 5 minutos y los “pellet” resuspendidos en 200µl de caldo LB. Estas suspensiones fueron 

inoculadas en filtros de nitrocelulosa de 0.45µm de poro (MFTM Membrane filters, Millipore 

Corporation, Concord Road, Billerica, MA, EUA) en placas de LB que se incubaron a 37ºC 

durante 18h. Posteriormente, los filtros fueron resuspendidos en 1 mL de suero fisiológico y las 

soluciones obtenidas y sus correspondientes diluciones seriadas 1/10 (10-1 – 10-6) inoculadas en 

placas de LB suplementadas con 1 µg/ml de cefotaxima y/o 100 µg/ml de rifampicina.  

La identidad de los transconjugantes fue confirmada tras el análisis de marcadores 

fenotípicos específicos de las estirpes D y R. La frecuencia de conjugación se calculó 

dividiendo el número de UFC/ml de transconjugantes entre el número de UFC/ml de receptoras.  

 

7.1.8.2. Transformación 

La preparación de células competentes se realizó por el método de CaCl2 (110, 184) 

utilizando como estirpes receptoras E. coli MI1443 y E. coli GB20 (Las características de las 

cepas utilizadas se encuentran descritas en el apartado 7.1.5.5). Brevemente, se realizó un 

cultivo en 50ml de caldo LB a 37ºC hasta alcanzar una densidad óptica final de 0.2 (D.O.=0.2) y 

se procedió a un lavado de las células con CaCl2 a 4ºC y a una centrifugación posterior a 6000 

r.p.m. durante 10 minutos. A continuación, se resuspendieron las células en un volumen de 

CaCl2 0.1M correspondiente a una dilución 1:100 del cultivo inicial y se guardó esta suspensión 

en nevera durante un tiempo máximo de 48h (414).  

Tras la extracción de los plásmidos recombinantes, obtenidos según lo descrito en el 

apartado 7.1.5.5, utilizando el kit QIAprep Spin Miniprep (Qiagen, GmbH, Hilden, Germany) se 

procedió a su transformación en células competentes por choque térmico que consistió en la 

incubación de una mezcla de 100 µl de células competentes y aproximadamente 1ng de 

plásmido, primero en hielo durante 20 min y posteriormente en baño a 42ºC durante 90 s. 

Finalmente, se añadió 1.5 ml de LB líquido a cada tubo de reacción y se incubó este cultivo en 

baño con agitación a 37ºC durante 1-2 horas. La selección de los transformantes se realizó en 

placa de LB con los siguientes antibióticos: kanamicina (50 µg/ml) y cefotaxima (1-8 µg/ml), 

ceftazidima (1-8 µg/ml) o ampicilina (20 µg/ml). Cada experimento incluyó un control negativo 

de crecimiento y un control positivo para evaluar la eficiencia de la transformación.  

 

7.1.9. Análisis de los Elementos de Transmisión Horizontal 
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La detección, identificación y caracterización de los entornos genéticos asociados a 

diferentes genes bla incluye el análisis de ISs, plásmidos y transposones. 

 

7.1.9.1. Secuencias de inserción 

La búsqueda de secuencias de inserción específicas (ISCR1, IS26, ISEcP1, IS903 e 

IS5075) previamente relacionadas con genes blaBLEE se realizó por amplificación y posterior 

secuenciación de los productos de PCR obtenidos utilizando los oligos y las condiciones 

descritas en la tabla 12.  

 

7.1.9.2. Plásmidos 

La caracterización de plásmidos comprendió la determinación del número y el tamaño, la 

identificación del grupo de incompatibilidad y la comparación de los patrones de restricción 

tras digestión enzimática. 

 

a) Extracción de plásmidos 

La obtención de plásmidos se llevó a cabo utilizando los métodos de lisis alcalina de 

Birnboim y Doly (plásmidos de 2-150kb) y el método de Barton (plásmidos 30->150kb) (ver 

apartado 7.1.5.1).  

 

b) Identificación del grupo de incompatibilidad 

Los plásmidos conjugativos portadores de genes bla fueron clasificados por un esquema de 

PCR descrito por Carattoli y col. (77) que incluye 18 pares de cebadores para la amplificación 

específica de los replicones FIA, FIB, FIC, HI1, HI2, I1-Iγ, L/M, N, P, W, T, A/C, K, B/O, X, 

Y, F, y FIIA, representativos de los plásmidos de Enterobacteriaceae correspondientes a los 

principales grupos de incompatibilidad descritos inicialmente por Novick y Couturier en las 

décadas de los 70 y 80s (99, 324). Este esquema incluye 5 ensayos de PCR múltiple para la 

amplificación de 3 replicones cada uno y 3 ensayos de PCR simple para la amplificación de los 

grupos F, K y B/O (tabla 11). Las condiciones utilizadas para todas las amplificaciones excepto 

la correspondiente al ensayo de PCR para el replicón F fueron: 1 ciclo de 5 min a 94ºC, 30 

ciclos de desnaturalización a 94ºC durante 20s, alineamiento a 60ºC durante 30s y elongación a 

72ºC durante 1 min, seguidos de un paso final de 5 min a 72ºC. Las condiciones del ensayo de 

PCR simple para la amplificación de F fueron análogas a las anteriores empleando una 

temperatura de alineamiento de 52°C.  

La extracción de ADN empleado como molde se realizó a partir de cultivos en caldo LB 

suplementado con antibiótico utilizando el sistema comercial Wizard Genomic DNA 
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HI1 HI2 I1 X L/M N FIA FIB W Y P FIC A/C T FIIs F K B/O

HI1 (471bp) + - - - - - - - - - - - - - - - -

HI2 (644bp) - + - - - - - - - - - - - - - - - -

I1 (139bp) - - + - - - - - - - - - - - - - - -

X (376bp) - - - + - - - - - - - - - - - - - -

L/M (785bp) - - - - + - - - - - - - - - - - - -

N (559bp) - - - - - + - - - - - - - - - - - -

FIA (462bp) - - - - - - + - - - - - - - - - - -

FIB (702bp) - - - - - - - - - - - - - - - - - -

W (242bp) - - - - - - - - + - - - - - - - - -

Y (765bp) - - - - - - - - - + - - - - - - - -

P (534bp) - - - - - - - - - - + - - - - - - -

FIC (262bp) - - - - - - - - - - - + - - - - - -

A/C (465bp) - - - - - - - - - - - - + - - - - -

T (750bp) - - - - - - - - - - - - - + - - - -

repFIIA (270bp) - - - - - - - - - - - - - - + - - -

F (270bp) - - - - - - - - - - - - - - - + - -

K (160bp) - - - - - - - - - - - - - - - - + -

B/O (159bp) - - - - - - - - - - - - - - - - - +

Simplex inc/rep PCR

Multiplex inc/rep PCR Controls

1 2 3 4 5

purification System (Promega, Madison, WI) que permitió la obtención de 200-400 ng de ADN 

total altamente purificado. La concentración de ADN empleado como molde en cada reacción 

de PCR varió entre 10-20ng para evitar reacciones cruzadas entre oligonucleótidos.  

La identidad de los replicones fue verificada por secuenciación de los productos de PCR 

obtenidos. La correspondencia del replicon identificado con el plásmido que codifica para la β-

lactamasa fue confirmada por hibridación de ADN digerido con S1 nucleasa o I-CeuI, 

transferido por la técnica de Southern blot a membranas de nylon utilizando sondas específicas 

de rep generadas por PCR (para detalles de procedimiento consultar apartado 7.1.5.6). La 

asociación de genes bla a plásmidos específicos fue establecida cuando las sondas para genes 

bla y rep hibridaron en el mismo fragmento de ADN.  

Los controles positivos para cada replicón correspondían a fragmentos obtenidos por 

amplificación de plásmidos tipo de la colección de Martine Couturier clonados en el vector TA 

(Invitrogen-Life Technologies, Milano, Italy) cedidos por la Dra. Alessandra Carattoli, del 

Istituto di Sanitá de Roma, y transformados en la estirpe E. coli DH5α en nuestro laboratorio 

(77).  

 

Tabla 11 Identificación de los grupos de incompatibilidad de los plásmidos conjugativos de 

Enterobacteriaceae utilizando un esquema PCR múltiple.  

Este sistema está basado en la detección de secuencias asociadas al control de replicación de los plásmidos 

conjugativos. 

 

c) Discriminación entre plásmidos 

La discriminación entre plásmidos de peso molecular similar y grupo de incompatibilidad 

análogo se realizó por comparación de sus patrones de huella dactilar (“plasmid fingerprinting”) 

generados por la digestión del ADN plasmídico de doble cadena, que corresponde a la forma 
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covalente circular cerrada (CCC), con enzimas de restricción que dan lugar a fragmentos de 

ADN lineal. Para que los resultados puedan ser interpretables, los patrones deben tener entre 5 y 

15 bandas. La elección de las enzimas de restricción se realiza habitualmente de forma empírica 

ya que en la mayoría de los casos la secuencia de los plásmidos a analizar se desconoce. En este 

trabajo se utilizaron las enzimas de restricción EcoRI, PstI, HpaI, BamHI, o HIndIII (Takara 

Bio Inc, Shiga, Japón).  

En la actualidad no existen criterios que establezcan el número de bandas que deben 

compartir dos plásmidos para ser considerados idénticos o posiblemente relacionados. En 

general, consideramos que dos plásmidos estaban genéticamente relacionados cuando 

comparten > 3 sitios de restricción para una enzima determinada. Esto suele confirmarse al 

menos para 2 enzimas de restricción diferentes. El análisis computarizado (ver apartado 7.1.5.7) 

permitió establecer el grado de asociación entre plásmidos con diferentes patrones de huella 

dactilar. 

 

d) Determinación de número y tamaño molecular 

La estimación del peso molecular de un plásmido se realizó por comparación de la 

movilidad electroforética de sus formas CCC con la de plásmidos de tamaño molecular conocido 

(electroforesis de corriente continua), por comparación de la movilidad electroforética de sus 

formas lineares tras digestión con S1 nucleasa (técnica de Barton, ver apartado 7.1.5.1), o por la 

suma del tamaño de los fragmentos de ADN obtenidos tras digestión enzimática (402).  

 

7.1.9.3. Integrones 

La caracterización de integrones comprendió su detección y discriminación empleando 

distintas técnicas moleculares. Las cepas utilizadas como controles positivos de integrones de 

clase 1, 2 y 3 fueron proporcionadas por Aida Duarte (Univ. de Lisboa, Portugal), John Maurer 

(Univ. de Georgia, Athens, EUA), Carmen Mendoza (Univ. de Oviedo, España) y Hatch Stokes 

(Macquarie Univ., Sydney, Australia).  

La determinación de la presencia de integrones se realizó por PCR utilizando ADN 

genómico como molde y cebadores específicos para la amplificación de los genes que codifican 

las integrasas de integrones de clase 1, 2 y 3 (intI1, intI2 e intI3) y de los gene cassettes de sus 

partes variables. Las secuencias de los cebadores y las condiciones de PCR utilizadas son 

descritas en la tabla 12.  

La discriminación entre integrones para los que la amplificación de la parte variable 

(5’CS-3’CS para los integrones de clase 1 y attI2-orfX para los integrones de clase 2) dio un 

producto de PCR de peso molecular similar se realizó por comparación de los patrones de huella 

dactilar generados tras digestión con las enzimas AluI y HaeIII, respectivamente. Los 
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fragmentos obtenidos fueron separados en un gel de agarosa al 2.5% y visualizados tras tinción 

con BrEt tal y como se ha descrito en el apartado 7.1.5.4. Cada integrón fue designado por un 

número romano y un subíndice que indica el tipo y la clase de integrón. 

 

a) Entorno genético de integrones de clase 1: Caracterización de Tn402 y Tn21 

Los integrones de clase 1 son considerados variantes defectivas de Tn402, que se 

encuentran frecuentemente asociados a Tn21. La caracterización de su entorno incluyó el 

análisis de la presencia de secuencias derivadas de Tn402 y Tn21 por ensayos de PCR, 

hibridación y secuenciación.  

Caracterización de Tn402. Comprende el análisis de la secuencia de intI1 y la detección de 

orf5, IS1326, IS1353 e IS6100 cuya inserción en el módulo tniTn402 ha permitido sub-clasificar 

los integrones de clase 1 en los tipos In0, In2 o In4. La presencia de ISCR1 asociada a 

integrones de clase 1 con dos extremos 3’-CS fue también analizada. La asignación preliminar 

de cada uno de los tipos fue confirmada por ensayos de PCR solapante utilizando cebadores 

basados en secuencias previamente publicadas y posterior secuenciación de los fragmentos 

obtenidos (figura 23).  

 

La variabilidad asociada a In60, un integrón de clase 1 inusual con dos regiones 3’-CS e 

ISCR1 fue analizada por la estrategia mencionada en el párrafo anterior en una colección de 

70 aislados productores de CTX-M-9 (número de acceso Genbank AF174129).  

        

Caracterización de transposones mercuriales derivados de Tn21. La presencia de 

derivados de Tn21 fue analizada por amplificación de secuencias específicas de su módulo de 

transposición tniTn21 (tnpA, tnpM, tnpR) y del gen merA presente en el operon mercurial 

correspondientes a los extremos 5’ y 3’ de este transposón, respectivamente. La caracterización 

completa de estructuras derivadas del Tn21 o del Tn1696 se realizó por ensayos de PCR 

solapadas basadas en secuencias conocidas (números de acceso Genbank AF071413 y U12338, 

respectivamente) (figura 23).  

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&val=16357504
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7.1.10. Evolución de genes pertenecientes a la familia blaCTX-M-1 

La evolución de las enzimas pertenecientes a la familia CTX-M-1 fue investigada 

evaluando la relación de determinadas mutaciones con fenotipos de resistencia a antibióticos β-

lactámicos específicos.  

 

Una estrategia de pases seriados in vitro usando una cepa hipermutadora y ceftazidima 

como agente selector fue la técnica utilizada para la mimetización de la evolución natural de las 

enzimas del grupo CTX-M-1 (CTX-M-1, CTX-M-3, CTX-M-10, CTX-M-15 y CTX-M-32) y la 

predicción de la aparición de nuevos mutantes resistentes (150, 332).  

 

7.1.10.1. Obtención de transformantes 

Los plásmidos recombinantes pBX1, pBX3, pBX10, pBX15 y pBX32 obtenidos tras 

clonación de los genes blaCTX-M-1, blaCTX-M-3, blaCTX-M-10, blaCTX-M-15 y blaCTX-M-32, en pBGS18 

fueron transformados en la estirpe normomutadora E. coli MI1443 y en la estirpe hipermutadora 

E. coli GB20 (ver apartados 7.1.5.5 y 7.1.8.2). Los transformantes en la cepa MI1443 fueron 

utilizados como cepas control en las determinaciones de sensibilidad por microdilución en caldo 

a antibióticos β-lactámicos (cefotaxima, ceftazidima, cefepima, aztreonam y amoxicilina-ácido 

clavulanico) y sus valores de CMI considerados como referencia. Los transformantes en GB20 

fueron sometidos a pases seriados en concentraciones crecientes de ceftazidima (CAZ). 

 

7.1.10.2. Pases seriados en concentraciones crecientes de ceftazidima 

Los transformantes en la cepa hipermutadora E. coli GB20 se inocularon en seis tubos 

independientes conteniendo 5 ml de caldo Luria-Bertani (LB) suplementado con tetraciclina 

(20µg/ml), kanamicina (50µg/ml) y ceftazidima (en un rango creciente desde una concentración 

2 veces inferior al valor de su CMI hasta 128µg/ml (42, 150). De cada uno de los cultivos 

realizados a diferentes concentraciones de ceftazidima, se extrajo ADN plasmídico total que fue 

transformado en la estirpe E. coli MI1443 y se seleccionaron los transformantes en LB 

suplementado con kanamicina (50µg/ml) y ceftazidima (4X la CMI correspondiente a la cepa 

portando el gen original). Los clones seleccionados fueron transformados nuevamente en 

MI1443, utilizando kanamicina (50µg/ml) como agente selector y en ausencia de ceftazidima, 

para evitar la selección de variantes cromosómicas debidas a alteraciones de permeabilidad de 

membrana. Los valores de CMI para los mutantes obtenidos fueron determinados por 

microdilución en caldo Muller-Hinton siguiendo las normas de CLSI (85) (véase apartado 

7.1.4.2). Los genes blaCTX-M correspondientes a mutantes con valores de CMI a ceftazidima 

superiores dos o más veces al de los transformantes de referencia portadores de plásmidos 

recombinantes no evolucionados fueron secuenciados.  
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7.1.10.3. Mutagénesis dirigida 

El efecto de las mutaciones A77V, N106S, P167S y D240G sobre los fenotipos de 

resistencia a ceftazidima fue analizado en distintos contextos genéticos. Los cambios 

correspondientes (C230
→T, A317

→G, C508
→T y A725

→G, respectivamente) se introdujeron en 

los genes bla del grupo CTX-M-1, tanto en los genes salvajes, como en variantes obtenidas en 

los experimentos de pases seriados que conferían susceptibilidad disminuida a ceftazidima. En 

un primer paso se amplificaron dos fragmentos del gen pretendido utilizando los cebadores 

directo (AV-F, NS-F, PS-F o DG-F) y reverso (AV-R, NS-R, PS-R, o DG-R) correspondientes, 

conteniendo la mutación a introducir, en combinación con los cebadores CTX-M-Pst (reverso) y 

CTX-M-Eco (directo), respectivamente. Por último, se realizó una PCR final con los cebadores 

CTX-M-Eco y CTX-M-Pst, usando como molde el ADN de los productos intermediarios 

purificado a partir del gel de agarosa 0.8% (QIAquick Gel Extraction Kit, Qiagen, GmbH, 

Hilden, Germany). Los cebadores empleados y las condiciones de las reacciones de PCR se 

describen en la tabla 12. Los productos de ADN purificados (QIAquick PCR®; Qiagen, GmbH, 

Hilden, Germany) y el plásmido vector se digirieron con las enzimas EcoRI and PstI, se ligaron 

y se transformaron en MI1443, seleccionando en placas de LB agar conteniendo kanamicina 

(50µg/ml) y ceftazidima (1-8µg/ml) o kanamicina (50µg/ml) y cefotaxima (1µg/ml) y 

posteriormente re-transformados seleccionando con kanamicina (50µg/ml) (véase apartados 

7.1.5.5 y 7.1.8.2). Los plásmidos recombinantes se enviaron a secuenciar para confirmar la 

presencia de la mutación deseada. Los valores de CMI para los mutantes obtenidos fueron 

determinados por E-test (véase apartado 7.1.4.2). 
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7.2. ABREVIATURAS 

 

ADN Ácido desoxirribonucleico 

AMX Amoxicilina-ácido clavulánico  

ARN Ácido ribonucleico 

BLEE β-Lactamasa de Expectro Extendido 

CAZ Ceftazidima 

CCC Forma plasmídica Covalente Circular Cerrada 

CMI Concentración Mínima Inhibitoria 

CEF Cefepima 

CFX Cefuroxima 

CLSI Clinical and Laboratory Standard Institute 

CTX Cefotaxima 

DDST Double Disk Sinergy Test o test de sinergia de doble disco 

DMSO Dimetilsulfóxido 

dNTP Deoxinucleótido trifosfato 

ECP Electroforesis de Campo Pulsado 

EMBL European Molecular Biology Laboratory  

ETH Elementos de transferencia horizontal 

FEP Cefepima 

IEF Isoelectroenfoque 

IS Insertion Sequence o secuencia de inserción 

LB Luria Bertani agar 

PCR Polymerase Chain Reaction o reacción en cadena de la polimerasa 

pI Punto isoeléctrico 

MLEE Multi-Locus Enzyme Electroforesis 

MSLT Multi-Locus Sequence Typing 

NCBI National Center for Biotechnology Information 

PBP Penicillin Binding Protein 

TA Toxina-antitoxina 

RM Restricción-modificación 
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7.3. COMPOSICIÓN DE SOLUCIONES  

 

1. Medio de Luria Bertani (LB) 

Para  1 L: Disolver 10g de triptona, 5g de extracto de levadura, 10g de NaCl y 

ajustar a 1 L con agua destilada. 

2. Fenol: cloroformo: alcohol isoamílico: (1:2:1) 

Para  100mL : 50 g de cristales de fenol, 48mL de cloroformo, 2 mL de alcohol 

isoamílico, 10mL de TE (10mM Tris-HCl, 1mM EDTA, pH =8.0). Almacenar en 

botella topacio a 4ºC. 

3. Ribonucleasa (ARNasa-A, Sigma Aldrich Cat# 5503).  

Preparar una solución stock de 10mg/mL en agua destilada hirviendo durante 15 

min  para eliminar cualquier resto de actividad ADNasa. Dejar enfriar a 

temperatura ambiente, alicuotar y congelar. 

4. Bromuro de etidio (stock=5mg/mL) 

Diluír a 0.2µg/mL para teñir los geles. Una solución de trabajo se prepara con 

100µL de solución stock en 500mL de agua destilada.  

Las soluciones de BrEt han de ser manejadas con precaución ya que es un potente 

agente mutágeno. Siempre han de ser utilizadas con guantes y el BrEt ha de ser 

inactivado antes de ser desechado.  

5. Buffer de electroforesis (TBE concentración 10x):  

Composición: 890 mM Tris, 890 mM Acido bórico, 20 mM EDTA pH 8 

Para 1 L: 108 g Tris base, 55 g ácido bórico y 40 ml EDTA 0,5 M pH 8.  

Autoclavar en alícuotas de 500 ml ó 1 L.  

6. Buffer de carga: 0.25% de azul de bromofenol en 60% (peso/volumen) de sucrosa.                       

Almacenar en nevera. 

7. Extracción de plásmidos 

a. Solución I.  

Para Gram Negativos: TEG - 50mM Tris-HCl (pH = 8), 10mM EDTA y 

2% glucosa) 
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b. Solución II (solución de lisis) 

1 % SDS, 0.2N NaOH, preparada en el momento. 

Para  100mL : 1g SDS, 4ml NaOH 5N, 96mL de H2O. Esta solución debe ser 

siempre preparada en el momento.  

c. Solución III (solución de precipitación) 

3M acetato potásico pH=5. Ajustar el pH con acido acético glacial. 

8. PIV: 10mM Tris-HCl (pH7.6), 1M NaCl 

Para 1 L:  10 ml Tris-HCl 1M (pH 7.5), 200ml de NaCl 5M, 790ml agua 

destilada. Autoclavar en alícuotas de 500 ml.  

9. ESP: 0.5M EDTA (pH 9.0-9.5), 1% sarcosyl, 50µg/ml proteinasaK 

Para 1 L: 50ml de EDTA 1M, 5ml sarcosyl 20% y 800ml agua destilada. 

Adicionar 200µl de proteinasaK en hielo y completar el volumen con agua 

destilada.  

10. TE: 10 mM Tris-HCl (pH 8), 1mM EDTA (pH 8) 

Para 1 L: 10 ml Tris-HCl 1M (pH 7.5), 2 ml EDTA 0,5M (pH 8.0), 988 ml agua 

destilada. Autoclavar en alícuotas de 500 ml ó 1 L 

11. Tris-HCl: 1 M, pH=8 

Para 1L: 121.1g de Tris base en 800 ml de água destilada. 

Ajustar el pH a 8.0 con HCl. Completar volúmen a 1L. Autoclavar. 

12. NaOH: 10N 

Para 1L: 400g de NaOH en 800 ml de água destilada. 

Completar volúmen a 1L. 

13. EDTA: 0.5 M, pH=8 

Para 1 L: 186.1g Na2EDTA.2H20 (PM=372.24) 

Añadir 800ml de água destilada 

Ajustar a pH=8.0 con NaOH y completar volúmen a 1L. 

14. NaCl: 5M 

Para 1L: 58.4g NaCl, disolver en água destilada y completar el volúmen. 

Autoclavar.   
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15. SDS: 20% 

Para 100ml: 20g en 70ml de água destilada. Completar volúmen con água 

destilada y esterilizar con filtro apropiado.  

16. NaH2PO4.H20: 0.5M pH=7 

Para 100ml: 6.9g en 80ml água destilada. Ajustar el pH con NaOH. Completar el 

volúmen con agua destilada. Autoclavar. 

17. MgCl2: 1M 

Para 50ml: 10.16g MgCl2 en água destilada hasta completar volúmen. 

Autoclavar. 

18. SSC 20X: 3M NaCl, 0.3M Na3(C3H5O(COO)3)  

Para 1L: 175.31g NaCl, 88.23g Na3(C3H5O(COO)3) en 800ml de água destilada. 

Completar el volúmen con agua destilada y autoclavar. 

19. PBS: 0.1M, pH=7  

Para 1 L: 577ml Na2HPO4 1M y 423ml NaH2PO4 1M.  

20. Controles de peso molecular 

Plásmidos de tamaño molecular conocido: Los dos controles más utilizados son 

cepas de Escherichia coli que contienen distintos plásmidos: E. coli NCTC 50192 

(cuatro plásmidos de 7, 36.2, 63.8 y 148.5 kb, respectivamente) y E. coli V517 

(ocho plásmidos de peso molecular comprendido entre 2.1 y 54.2 kb). Estas cepas 

están disponibles en la Colección Española de Cultivos Tipo 

(http://www.cect.org). Cepas con plásmidos de conocido peso molecular pueden 

ser obtenidas a través del Plasmid Reference Laboratory, Department of 

Microbiology  de la Universidad de Standford, Palo Alto, California (EEUU).  
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