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Capitulo 7, tabla 11 (pag. 150). Identificacion de los grupos de incompatibilidad de los

plasmidos conjugativos de Enterobacteriaceae utilizando un esquema PCR multiple.

Capitulo 7, tabla 12 (pag. 156). Oligonucledtidos utilizados en las reacciones de PCR,
condiciones de amplificacion para caracterizacion de Enterobacteriaceae portadores de genes

bla.
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1.1. El problema de la resistencia a antibioticos

La resistencia a antibioticos constituye actualmente un problema de gran impacto en salud
publica. La sobre-utilizacion de antibidticos en medicina, veterinaria y en agricultura, ha
originado un incremento continuado de fracasos en la terapia antimicrobiana debido al aumento
en numero y diversidad de microorganismos resistentes (260).

El estudio de la resistencia a antibioticos ha estado centrado durante décadas en la
deteccion de patogenos 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 0ltimos afios, las infecciones adquiridas en la
comunidad han centrado el interés del personal médico y cientifico internacional debido a la
rapida diseminacion de cepas resistentes y de genes de resistencia entre humanos, y también
entre animales y en productos alimentarios (496). Las medidas para controlar la diseminacion
de la resistencia a antibidticos propuestas en 1995 por la ASM en el clasico 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
diseminacion de elementos de resistencia transmisibles o la co-seleccion de diferentes genes de
resistencia localizados en los mismos elementos o plataformas genéticas.

Distintas organizaciones como la Organizacion Mundial de la Salud (WHO,
www.who.org) o la Sociedad Americana de Microbiologia (ASM, www.asm.org), entre otras,
han seleccionado el andlisis 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 publica. En este sentido, en el afio 2003 se cred un nuevo sistema
de vigilancia, el Reservoirs of Antibiotic Resistance (ROAR) con el objetivo de conocer el
papel de la flora comensal en la aparicion y diseminacion de resistencia a diferentes antibidticos

(www.roarproject.org).

Los nuevos retos de la resistencia a antibidticos pueden resumirse en: i) el aumento
mundial en la prevalencia de microorganismos multi-resistentes tanto en los hospitales como en
la comunidad, con diferencias geograficas importantes, ii) la seleccion y amplificacion de
clones epidémicos y de elementos modviles de resistencia en humanos, animales o en el
medioambiente, y iii) la aparicion y diseminacion de nuevos genes de resistencia de origen
medioambiental y de sus unidades genéticas dispersoras (502).

Los avances en gendmica y protedmica de los ultimos afios han permitido comprender que
el entorno hospitalario no es un nicho ecologico aislado sino que estd en constante flujo de

intercambio genético con el medio ambiente (figura 1). Por ello, resulta necesario abordar el
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problema de la resistencia antibiotica desde una perspectiva ecologica, es decir, comprender el
efecto medioambiental de los agentes biocidas (antibioticos, detergentes/antisépticos, metales
pesados y sustancias organicas toxicas o xenobioticas) como agentes modificadores de la
estructura poblacional de los microorganismos, alterando la biodiversidad en distintos nichos
ecologicos y eventualmente influyendo sobre la aceleracion de los procesos adaptativos y en

ultima instancia sobre la evolucion de las bacterias.

ANTIBIOTICOS

Profilaxis
Tratamiento

Pacientesde
lacomunidad

Pacientes
hospitalizados

Admision

Heces

Heces

Heces

Animales de
consumo

Agua
Plantas
Alimentos

Promotores crecimiento
Profilaxis
Tratamiento

ANTIBIOTICOS

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

1.2. Ecologia 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
ecoldgicos como plantas, suelo y agua. Estas bacterias Gram-negativas son patdogenos humanos
oportunistas relacionados con infecciones de adquisicion nosocomial y comunitaria (304).

Los microorganismos pertenecientes a los géneros Escherichia, Salmonella, Shigella y
Yersinia estan frecuentemente asociados a infecciones intestinales y son considerados patdégenos
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 mas estudiadas son E. coli y K. pneumoniae, siendo E. coli el patdogeno
oportunista causante de infecciones extraintestinales en pacientes hospitalizados o de la
comunidad aislado con mayor frecuencia. El andlisis de los perfiles enzimaticos por la técnica
de multilocus enzyme electrophoresis (MLEE) ha permitido subdividir las poblaciones de F.
coli en 4 grupos filogenéticos y sus correspondientes sub-grupos: A (Ao, A), B1, B2 (B2,, B2;)
y D (D, D,) (84, 138, 192, 325). Se ha sugerido una relacion entre filogenia y patogénesis
debido a que la mayoria 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 BI1 (84, 131, 212, 363). Algunos estudios han descrito la influencia de
factores medioambientales como la zona geogréfica, el clima o el hospedador (raza, edad o
sexo) en la distribucién de determinados genotipos de E. coli, lo cual podria reflejar la
adaptacion de las poblaciones de E. coli a distintos nichos ecoldgicos dando lugar a distintos
ecotipos (88, 138, 168, 171, 436, 437). Aunque la diversidad y la evolucion en esta especie
estan influenciadas por fenomenos de recombinacion homodloga directamente relacionados con
la adquisicion de distintos genes implicados en virulencia (434, 437, 495), los estudios clasicos
indican que £.coli posee globalmente una estructura poblacional clonal (82, 434).

La expansion geografica y ecoldgica 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 especifico del
tracto gastrointestinal humano pertenecientes al filogrupo B2; los aislados uropatogenos 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 FEnterobacter spp. o K.
pneumoniae han sido asociadas a brotes epidémicos causados por clones persistentes y
resistentes a multiples antibioticos (48, 95, 117). K. pneumoniae se ha subdividido en 3 grupos
distintos (Kpl, Kpll y Kplll), siendo Kpl el mas 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 paises (122).

Una parte de la diversidad observada en las bacterias patdgenas parece ser debida a la
adquisicion de determinantes genéticos por transmision horizontal (326, 484a, 495). La
seleccion de algunos clones actualmente muy distribuidos en diferentes compartimentos o zonas
geograficas puede haber ocurrido debido a la adquisicion de factores de virulencia-colonizacion

o determinantes de resistencia a antibioticos (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 adaptacion bacteriana a
nichos ecolodgicos especificos y en la diseminacion y la persistencia de la resistencia a
antibidticos 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 estd mas favorecida por la
proximidad entre microorganismos que comparten caracteristicas genéticas como el tamafio 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 continuacion, se analizan los principales elementos genéticos méviles asociados a la

diseminacion de la resistencia a antibioticos en Enterobacteriaceae.

1.3.1. Plasmidos

Los plasmidos que confieren resistencia a antibidticos fueron descritos inicialmente en
1963 por Mitsuhashi Watanabe y correspondian a aislados multiresistentes de Shigella flexneri
que habian sido identificados en Japon a principios de la década de 1950, demostrandose poco
después su transmisibilidad entre bacterias (454, 486). Afios mas tarde, Hughes y Datta
identificaron la presencia de plasmidos conjugativos en una coleccion de cepas clinicas de
enterobacterias aisladas en la era “pre-antibiotica” (1917-1954) y denominada “coleccion de
Murray” y sugirieron que la diseminacion de los genes de resistencia estaba favorecida por su
localizacion en plasmidos correspondientes a los mismos tipos que los identificados con
anterioridad a la introduccion de los antibidticos en el arsenal terapéutico (114, 199).

Los plasmidos se componen de una region constante que contiene los genes responsables
de funciones esenciales como la replicacion, el mantenimiento y la transferencia, y una region
variable donde se localizan los genes responsables de funciones adaptativas (resistencia a
antibioticos, factores de virulencia, o produccion de bacteriocinas) (figura 2, 333, 454, 458).

La clasificacion de los plasmidos se ha realizado en base a diferentes criterios, como el
numero de copias, el rango de hospedador, el grupo de incompatibilidad, y su capacidad de
transferencia entre células. Esta ultima caracteristica permite diferenciar estos elementos en

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

1.3.1.1. Plasmidos conjugativos

Los plasmidos fueron inicialmente clasificados en los afios 60 en base a la presencia de
marcadores fenotipicos como la resistencia a antibidticos o la produccion de bacteriocinas,
diferencidandose poco después en plasmidos F+ y plasmidos F- segin la capacidad de
transferencia de un plasmido F en presencia de lo que llamaron factor F. En 1969, Meynell y
Datta observaron una correlacion entre el “status F” y el pili que producian diferenciando los
plasmidos en tipo F (plasmidos fi+) y tipo I (fi-). La diferenciacion basada en fi(+) y fi(-) o
familias F e I se hizo pronto insuficiente ya que algunos de los plasmidos identificados en afios
posteriores no se ajustaban a estas caracteristicas, lo que indujo a utilizar otros criterios de
clasificacion basados en propiedades universales como la replicacion (454). A principios de los
afios 70, Datta y Hegdes desarrollaron un esquema de clasificacion de pladsmidos de
enterobacterias basado en la incompatibilidad o en la presencia de elementos comunes
implicados en la replicacion y/6 particion o de control del niimero de copias (113, 324). Los
plasmidos que pertenecen al mismo grupo de incompatibilidad (Inc) no pueden coexistir en la
misma célula al compartir los mismos mecanismos de replicacion (excepto en caso de
recombinacién, en el que so6lo actia un mecanismo dominante) (454). Los plasmidos
conjugativos que formaron parte de la Coleccion Nacional de Cepas Tipo de Gran Bretana
(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 mayusculas
B, C, D, FI, FII, FIII, FIV, FV, FVL, HI1, HI2, I1-Iy, L/M, N, P, W, T, A/C, K, B /O, X (tabla
1). La caracterizacion de los grupos Inc se realiza actualmente por sistemas de tipaje basados en

la identificacion de secuencias de la region del control de replicacion por PCR o hibridacion con
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sondas especificas: ori (origen de replicacion), cop/inc (control de inicio de replicacion) y rep
(replicacion y control) (77, 99).

Los plasmidos conjugativos se subdividen en dos grandes grupos segun el mecanismo de
control de replicacion. Un grupo estd formado por aquellos elementos en los cuales el
reconocimiento del sitio ori se hace a través de la ligacion de la proteina 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 IncHIl e IncHI2,
respectivamente) (313, 316, 339, 341). Otro grupo esta representado por los plasmidos cuyo
control de replicacion se realiza negativamente (“control antisense”), es decir, a partir de una
molécula de ARN “antisense” (copA) que inhibe la sintesis de RepA. A este grupo pertenecen
los plasmidos de la familia repFIIA a la que pertenecen los grupos IncFII (cuyo prototipo es el
plasmido R100), IncFIC, IncZ y los plasmidos del complejo Incl (IncB/O, IncK, Incll e
IncL/M) (11, 183, 359, 381).

La existencia de plasmidos con multiples replicones parece ser frecuente y caracteristico
de determinados grupos Inc, como IncF e IncHI (33, 164, 423). Las variaciones en las
secuencias de copA mediadas por recombinacion homologa (secuencias Chi) originan
replicones mosaico y parecen determinar la evolucion hacia nuevos grupos de incompatibilidad,
como ocurre con los plasmidos de las familias IncFII e Incl (223, 334). Por otra parte, la
evolucion de los plasmidos estd influenciada por eventos de recombinaciéon homdloga y por el
intercambio genético de ADN de diferentes origenes mediado por los elementos de
transferencia horizontal que origina la formacion de estructuras mosaico (51, 335, 391).

La persistencia y evolucion de estos elementos estdn favorecidas por la presencia de genes
que confieren resistencia a diversas familias de antibidticos (p-lactamicos, quinolonas,
tetraciclinas, aminoglucosidos u otros), a metales pesados (mercurio, arsénico o plata) y/6 genes
que codifican la produccion de factores de virulencia. Los plasmidos conjugativos relacionados
con la resistencia a antibidticos mas comunes pertencecen a grupos de espectro reducido
(IncFIl, IncHI2 o Incl1) y amplio espectro de huésped (IncP, IncN, o IncA/C) (79, 197, 454).

El mantenimiento de los plasmidos en las poblaciones bacterianas esta influenciado por su
eficiente dispersion, por sistemas de mantenimiento especificos como los sistemas de particion
activa (par), los sistemas de restriccion-modificacion (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 plasmido que contiene, o por
posibles interacciones especificas con los hospedadores (55, 124, 185, 188, 424). Sin embargo,
gran parte de lo que se conoce sobre la adaptacion de algunos plasmidos a hospedadores

especificos estd basado en modelos teodricos (34, 125, 189).
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1.3.1.2. Plasmidos no conjugativos

Los plasmidos movilizables son plasmidos pequefios con un alto nimero de copias, cuya
region constante estd constituida por una region mob (necesaria para la movilizacion) y una
region ori (origen de replicacion). Su transmisibilidad depende de la presencia de un modulo de
conjugacion de otro elemento genético. Francia y col han propuesto un esquema de clasificacion
de estos plasmidos basado en las diferencias de sus relaxasas, proteinas esenciales para el inicio
de la transferencia del ADN tanto en plasmidos conjugativos como en plasmidos movilizables
(146). Los plasmidos movilizables han contribuido también a la diseminacion de genes de
resistencia y virulencia (208, 253, 292, 398).Los tipos mas emblematicos son los plasmidos Col
y los IncQ (432, 389, 419).

Los plasmidos Col se caracterizan por la produccion de colicinas, exoproteinas toxicas
(bacteriocinas) producidas por algunos miembros de Enterobacteriaceae, principalmente E. coli
(432). Su prototipo es el grupo ColE formado por plasmidos de espectro restringido con un
sistema de control de replicacion similar al de la familia repFIIA, paradigma de los plasmidos
conjugativos de enterobacterias. Algunos genes blag g han sido localizados en este tipo de
elementos como es el caso de blacrxm.17 (75).

Los plasmidos IncQ, cuyo prototipo es el plasmido 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 plasmidos de distintos grupos
de incompatibilidad como Incl, IncM, IncX y sobre todo IncP. Algunos estan implicados en
fendomenos de retrotransferencia mediada por plasmidos de tipo IncP-1 (pQKHS54) (179), lo cual
refleja su importancia en la diseminacion de genes de resistencia a antibidticos 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 transposicion: 1) transposones compuestos o transposones de
clase I, 2) transposones de clase 11, 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 seccion se revisaran las principales caracteristicas de cada uno de
los tipos de transposones asi como las de las secuencias de insercion que forman parte de
transposones (actuando directamente en la transposicion) y de otros elementos como plasmidos

e integrones (favoreciendo procesos de recombinacion homologa).

1.3.2.1. Secuencias de insercion

Las Secuencias de Insercion (IS) estan constituidas por secuencias cortas de ADN que
codifican la sintesis de una transposasa responsable de la transposicion (figura 3). Actualmente
se han descrito mas de 800 ISs correspondientes a 86 géneros bacterianos representativos de
196 especies de eubacterias y archaeae.

Las IS estan implicadas en distintos mecanismos de transposicion. El analisis funcional y
bioinformatico de estas enzimas ha permitido diferenciarlas en varias categorias. El grupo
mayoritario se caracteriza por poseer una secuencia aminoacidica conservada de tipo DDE ¢
incluye IS0, IS550, 1S911 y las transposasas del bacteriéfago Mu y de Tn7 (269). Otro grupo
muestra similitud con enzimas asociadas a replicones que utilizan un mecanismo de replicacion
de circulo rodante como 1S9/ y ISCRI (rolling circle replication, RCR) (158, 460). Las de la
familia IS/10, a la cual pertenecen ISEcPI, IS1111, e IS5075 parecen ser recombinasas sitio-
especificas mientras que los sitios activos para IS/ o IS66, IS200 e IS605 no han sido

identificados (269).

Secuencia de Insercion

DR DR

—> —>
— | » H [
E’ Transposasa 41?

Figura 3. Representacion esquematica de una secuencia de insercion (IS).
DR= secuencia repetida directa; IR= secuencia repetida invertida.

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

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

plasmidos y genomas ya secuenciados. Actuando como secuencias homdlogas repetitivas, estos

elementos estdn implicados en delecciones, inversiones o reorganizaciones del genoma
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bacteriano que tienen un gran efecto en su ensamblaje y en la clusterizacion de genes con
funciones adaptativas como resistencia a antibidticos, virulencia o funciones cataboélicas (30,
270). Ademas han sido relacionados con eventos de movilizacion de genes y transposones como
Tn21 (IS4321, 1S5075) y expresion de genes de resistencia que incluyen genes blacrx.m (IS1,
ISEcPI, ISCRI) y genes blagyy 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 |

Los transposones de clase I o los transposones compuestos consisten en dos copias de una
secuencia de insercion (IS) con la misma o distinta orientacion, que flanquean un numero
variable de genes con diferentes funciones principalmente resistencia a antibidticos o funciones
catabolicas y que contribuyen a la transposicion (32). La movilidad de estos elementos también
esta relacionada con su asociacion a fagos o a plasmidos conjugativos, donde estos transposones
se encuentran (335, 463).

Los ejemplos mas representativos de transposones de clase | en Enterobacteriaceae son
Tn5 (IS50, kan) y Tni525 (IS15, kan) que confieren resistencia a kanamicina y TnZ0 (IS0, tet)
que confiere resistencia a tetraciclina (243, 309, 423). Recientemente, han sido también
asociados a la diseminacion de los genes blapgr.y (IS1387) y blaoxaas (1S1999). Estos
transposones compuestos se encuentran frecuentemente formando parte de estructuras mas
complejas que contienen transposones de clase II como Tn2/ (Tn/525) o Tn5393 (IS1387-
blapgr.1.1S1387) en diferentes especies de microorganismos Gram negativos (figura 4, 12, 90,
236, 274).

Transposones compuestos

tetR tetd - -
.
Tn #g i e

15 £eb 15 1R
kan® ble® st W
15541
15 .50

Transposones de clase 11

1es
.7 ! s H]m_PR} ampl I

4
Tn = l tmpR  dhfr  su® msE tnsl st msB M3

Figura 4. Representacion esquematica de ejemplos clasicos 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 mas 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 orientacion de la transposasa (tnpA) y resolvasa
(tnpR): 1) los derivados de Tn3 (en los cuales transposasa y resolvasa se transcriben en direccion
opuesta) y ii) los derivados de Tn2/ (en los cuales esos genes se transcriben en la misma

direccion) (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 maximo representante es Tn3 (173). Los transposones de este grupo son
responsables de la diseminacion de diferentes variantes de tipo blarem (blatem.1, blatem.a,
blartgm.s, blatew.sz 0 blatpwm.13s). Otros derivados de Tn3 estan asociados a tranposones de clase 1
o0 integrones que contienen otras f-lactamasas como blapgr.| y blayn.o, respectivamente, dando
lugar a fenotipos de multiresistencia (345, 350, 488). Son los casos de las islas genéticas
formadas por Tn5393d (strA-strB, aphA6b) y blapgr.; resistentes a f-lactamicos, estreptomicina
y aminoglucoésidos, y la integrada por blayi., . blatem.1, blaoxas, aadAl y aacA4 en Tnil332,
que confiere resistencia a [-lactamicos y aminoglucésidos (274, 374). En general, la
identificacién de plataformas modulares complejas que incluyen transposones de distintas
clases/subgrupos (Tn3, Tn/721, Tn21, Tnl696, Tn5393), e integrones parece ser un fendmeno
frecuente que ha influenciado la evolucion de los plasmidos 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 evolucion esta influenciada
por fenomenos de transferencia horizontal y de recombinacién homologa (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 lineas evolutivas diferentes son
Tn5053 (cuyo modulo de transposicion es similar al de Tn402), Tn5041 y Tn5042 (227, 228,
293, 295). El éxito de los elementos de este grupo en bacterias de relevancia clinica ha sido
atribuido a la adquisicidon de integrones y transposones como se ha mencionado anteriormente
(256, 344). Esas estructuras mosaico constituyen elementos con una gran plasticidad, estando su
evolucion determinada por eventos de recombinacion homodloga o sitio-especifica y por eventos
de transferencia horizontal, originando ocasionalmente la formacion 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 modulo de transposicion esta formado por
cuatro proteinas (TniABQR en Tn402 y Tn5053 o TniABCD en Tn7). Se caracterizan por un
mecanismo de transposicion replicativa en dos pasos que incluye la formacion de cointegrados
y su resolucion en un sitio res. Se diferencian de los transposones Tn3 en que la formacion de

cointegrados requiere la accion 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 integracion en el cromosoma bacteriano y menos frecuentemente, en plasmidos
(para revision consultar 64, 65, 66, 301, 413). Los CTn han sido implicados en la diseminacion
de resistencia a antibioticos, principalmente tetraciclina y macrélidos. 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 mas emblematico de este grupo es Tn9/6 (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 epidemiologicas como es el
caso de SXT de Vibrio cholerae y también de R391 de Providencia rettgeri o R997 de P.
mirabilis identificados en Suréafrica en 1967, y los cuales fueron inicial y erroneamente
clasificados como pladsmidos IncJ (27, 28, 44, 63, 335). El elemento SXT contiene diversos
determinantes de resistencia a antibidticos o a metales y se ha identificado en bacterias de
origen clinico y medioambiental de varias areas geograficas, 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
aromaticos (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 mas reprentativos CtnDOT o
TC'ERL 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 movilizacion, 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, ICEEc] de E. coli y HPI de Yersinia (127, 258, 421,
420). Los ICEs comparten normalmente los mismos sitios de integracion, 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 adquisicion y/6 intercambio de modulos entre
diferentes tipos y favorece la adaptacion a distintos nichos ecologicos de los miembros de
Enterobacteriaceae (258, 335, 355, 395, 463).

La amplia distribucién 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 contribuido
a la diseminacion de complejos clonales especificos en determinadas areas geograficas (161,
196). Debido a la influencia que han ejercido sobre la seleccion 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 movilizacion se realiza mediada por un
plasmido conjugativo presente en la misma célula. Estos elementos son especialmente comunes

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

Gram negativas.

Tamaiio
Nombre Hospedador (kb) Fenotipo® Referencia

A. Elementos Integrativos y Conjugativos (ICEs)

CTnscr94 S. enterica senftenberg 100 utilizacion sacarosa 195
Yersinia spp., E. coli, 62

HPI Klebsiella spp., Citrobacter 35-45 biosintesis sider6foro 420
diversus 15

ICEEc! E. coli 35 biosintesis sideroforo 421

biosintesis sideréforo
ICEKpI K. pneumoniae 76 258
viscosidad del moco

SPI-7 S. enterica Typhi 134 antigeno Vi (capsula) 364
SXT V. cholerae 100 Su® Tm" Cm® Sm® 27
pIY1 V. cholerae NI Su® Cm® Sm® 506
R391 P. rettgeri 89 Km® Hg® 44
R997 P. mirabilis 85 Ap® Sm® Su® 354

B. Elementos Integrativos y Movilizables (IMEs)

S. enterica ApR, CmR, FfR SmR, 127
SGI1 43 R R
P. mirabilis Su™, Te 2
*Ap=ampicilina; Cm=cloranfenicol; Ff=fluorfenicol, Hg=mercurio; Km=kanamicina;

Sm=estreptomicina; Su=sulfametoxazole; Tc=tetraciclina; Tm= trimetoprim.
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1.3.3. Integrones

Los integrones son sistemas de recombinacion sitio-especifica, a través del cual ocurre el
reconocimiento, la captura, y la expresion de casetes o gene cassettes, elementos moviles que
consisten en un gen carente de promotor (tipicamente de resistencia a antibidticos o
desinfectantes) y un sitio de recombinacion especifico denominado a#C o elemento de 59 pb,
(141, 182, 390). Los integrones se componen de tres elementos esenciales localizados en una
region 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 recombinacion
(attl) y iii) un promotor (Pc), que asegura la expresion de los genes cassettes. Algunos tipos de
integrones presentan una region 3’CS (3’-comserved region), constituida por un gen de
resistencia a compuestos de amonio cuaternario (qacEAI), un gen de resistencia a sulfamidas
(sull) y una secuencia de funcion desconocida (orf5) (figura 5, 141). Una gran variedad de gene
cassettes ha sido descrita. Su localizacion y su numero dentro de los integrones es muy variable
debido a delecciones, reorganizaciones o inserciones (figura 5, 141, 409). Los integrones no
estan dotados de movilidad, sino que se asocian a secuencias de insercion, transposones y/o
plasmidos conjugativos, que permiten su transmision intra e intercelularmente (256, 286, 446).

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

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

(409). Los integrones de clase 1 son los mas frecuentemente encontrados en bacterias resistentes
a antibidticos en el ambito intra y extrahospitalario, son derivados defectivos de Tn402
que estan asociados frecuentemente a disitintos transposones de la familia Tn3 (Tn2/, Tnl,

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

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

transposones en plasmidos 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 transposoén compuesto localizado en un plasmido de Vibrio salmonicida

(nimero de acceso Genbank accession number AJ277063).
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Pc
Indl1 gacEAI sull  orf5

' I Casetes R ' ' '

- N A . 7

~— ~ ~—

extremo 5’ conservado zona variable extremo 3’ conservado

Figura 5. Representacion esquematica de un integron. Estas estructuras se
componen de dos regiones conservadas (extremos 5°CS y 3°CS). [Intl
representa el gen de la integrasa, gacEA1 y sull genes que confieren resistencia
a compuestos de amonio cuaternario y sulfamidas respectivamente y orf5 tiene
funcion desconocida. La region variable puede contener distintos gene cassettes.

Pc representa el promotor que dirige la expresion de estos genes.

5°CS l Modulo Tni l
| Tn402 (In16)
— — |
intl1 miR  tiQ tniB tniA
5'CS Il 3Cs 157326 TniA |
[e———
i 1< I | In0 (Tn21)
qacEAI sull orf5
5°CS | 3CS L Tnid2 |
| [———] | In5S
e S —
qacEAI sull orf5
5°CS l| 3°CS 1S1326 I1S1353 Tnid |
1 K | > | | In2 (Tn21)
- >
qacEAI sull orf5
5°CS l 3°CS IS6100  AIS6100
} | > — Ind (Tn1696)
- > »
qacEAI sull orf5 orf6
5°CS f 3CS ISCRI 3Cs2 | Tnid |
| p——
i { > ] | In6
qacEAI sull orf5 qacEAI sull orf5

Figura 6. Integrones de clase 1 derivados de Tn402. Representacion de distintos tipos de integrones de
clase 1 derivados de Tn402, que difieren en el contenido de diferentes secuencias de insercion (IS7326,
1S1353, 1S6100, ISCRI). La flecha verde representa la insercion de ISs, mientras las flechas grises indican

la insercion de gene cassettes. Adaptado de Partridge y col., 2001.
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Los integrones mas 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 segiin
la presencia y tipo de secuencias de insercion localizadas en el extremo terminal de la region
3’CS, truncando el modulo i (IS1326 y/6 1S1353 se asocian con la linea del In0-In2-In5-In31
e IS6100 con la linea del In4) (figura 6, 61, 347). Estos derivados de Tn402 estan
frecuentemente relacionados con transposones mercuriales de distintos tipos segin la especie
implicada, Tn2//Tnl696 en enterobacterias y Tn501/Tn5051 en Pseudomonas (346, 461).
Algunos genes bla estan localizados en integrones bien como gene cassettes dentro de su parte
variable 5°CS-3°CS (blayiv., blaves, blawp, blaoxs) 0 como genes asociados rio abajo a ISCRI
(blactxm.o, blactx.m2) de integrones que se caracterizan por una duplicacion de la region 3°-CS
y una region que incluye ISCR/ (inicialmente conocida como orf513 o CR1, conserved region).
Algunos de estos integrones inusuales con ISCR/ son In6, In7, In8, In60 ¢ In35 (8, 151, 237,
267, 306, 410, 442, 471, 475).

La variabilidad de los gene cassettes que componen los integrones (implicados en
resistencia a antibidticos, virulencia o funciones metabodlicas) y de las estructuras donde se
localizan indica que estos elementos, que parecen haber tenido origen 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 seleccion positiva (266, 280).

1.4. Resistencia a antibioticos en Enterobacteriaceae

La aparicion y répida diseminacion de resistencia a agentes biocidas (agentes
antimicrobianos, detergentes y antisépticos) entre los aislados de la familia Enterobacteriaceae
de origen humano y animal en las tltimas décadas ha originado la aparicion de cepas resistentes
a la mayoria de los fArmacos 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 antibioticos reflejan la presencia de diferentes genes,

frecuentemente localizados en elementos genéticos comunes (335, 351, 352).
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1.4.1. Resistencia a antibiéticos p-lactamicos

Desde su introduccion en la practica clinica en 1940, los antibidticos B-lactamicos
representan los agentes antimicrobianos mas utilizados tanto en el ambito intra- como
extrahospitalario (3, 20). Esta clase de antibitticos incluye las penicilinas, las cefalosporinas,
los carbapénemicos y los monobactamicos, que se caracterizan por la presencia de un anillo 3-
lactamico en su estructura, que inhibe la transpeptidasa bacteriana, conocida también como PBP
(penicillin binding protein) que participa en la sintesis de peptidoglucano, necesario para la
formacion de la pared celular (282). Han sido descritos diversos mecanismos de resistencia a
este grupo de antibidticos (alteraciones de porina, sistemas de eflujo, alteraciones en las PBP
y/6 produccion de enzimas capaces de degradar el antibidtico), siendo el mas comun la
produccion de enzimas conocidas como p-lactamasas (288, 380, 457). La produccion de
penicilinasa se detectd por primera vez en Staphylococcus aureus y las cepas resistentes se
diseminaron muy rapidamente. Algo andlogo ocurri6 con la B-lactamasa TEM-1 en bacterias
Gram-negativas, que se disemind rapidamente en E. coli o Haemophilus influenzae,
constituyendo actualmente el mecanismo de resistencia mas importante en bacterias Gram-
negativas, donde se encuentra altamente diversificada y ampliamente distribuida (1, 143, 262,
351, 352).

Se han propuesto diferentes esquemas de clasificacion de P-lactamasas en funcion de la
estructura molecular y de la funcion de la proteina. La primera clasificacion funcional basada en
el espectro y perfil de sustrato fue propuesta por Richmond y Sykes en 1973 (396). En 1991,
Ambler propuso una clasificacion basada en la secuencia aminoacidica de la proteina, que es la
mas utilizada (4, 5). Posteriormente, estas clasificaciones fueron modificadas segun el perfil de
inhibicion por inhibidores de B-lactamasas por Bush-Jacoby-Medeiros en 1995 (tabla 3, 67, 69).

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

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

de clase A, clase B 6 clase C se caracterizan por la presencia del aminoacido serina en el

sitio activo; las de clase D requieren la presencia de Zn®* para su actividad (4).

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

1) Grupo 1 (correspondiente a la clase C de Ambler). Incluye enzimas codificadas por
genes cromosomicos y/6 plasmidicos con actividad cefalosporinasa que no son

inhibidas por inhibidores de B-lactamasas.
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i1) 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 clasicos de pB-lactamasas.
Se divide en diferentes sub-grupos, uno de los cuales (2be) incluye las B-lactamasas

de espectro extendido (BLEE).

ii1) Grupo 3 (correspondiente a la clase B de Ambler). Incluye enzimas que requieren

Zn*" para su actividad (metalo-B-lactamasas) y que son inhibidas por agentes
quelantes como EDTA. La localizacion de los genes codificantes de las (-
lactamasas de clase B puede ser cromosémica o plasmidica. A diferencia de otras
carbapenemasas, las de éste grupo no son inhibidas por el acido clavulanico y no

hidrolizan monobactamicos.

iv) Grupo 4. Agrupa enzimas no inhibidas por el acido clavulanico y que no se

incluyen en las otras categorias.

1.4.1.1. Las S-lactamasas de espectro extendido

La designacion de B-lactamasas de espectro extendido (BLEE) fue inicialmente propuesta
por Philippon y col. en el afio 1989 (362) para enzimas codificadas por pldsmidos que
hidrolizaban cefalosporinas de primera (cefalexina, cefalotina, cefazolina), segunda (cefaclor,
cefuroxima), tercera (cefotaxima, ceftazidima, cefixima y ceftriaxona), cuarta generacion
(cefepima y cefpiroma), y monobactdmicos (aztreonam). Los carbapenémicos (imipenem y
meropenem) y las cefamicinas (cefoxitina) no se ven afectadas. Estas enzimas son inhibidas por
los inhibidores de B-lactamasas como el acido clavulanico, sulbactam y tazobactam.

Las BLEE se clasifican en diferentes tipos en funcioén de su secuencia aminoacidica siendo
las enzimas de clase A de las familias TEM, SHV, CTX-M y las enzimas de clase D tipo OXA
las mas 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 geograficas (tabla 4, 98, 305, 308, 353,

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

La primera descripcion de BLEE ocurrié en 1983 con la identificacion de BLEE de tipo
SHV (derivada de la clasica SHV-1), seguida del aislamiento en 1984 de enzimas de tipo TEM
(derivada de la clasica TEM-2) y en 1986-1989 de tipo CTX-M (25, 283). La expresion de estas
enzimas se ha visto incrementada debido a su asociacion con diferentes promotores eficientes.
Ademas, la localizacion de los correspondientes genes bla en plasmidos facilita su transferencia
y persistencia en una poblacion bacteriana (353, 377). No es infrecuente la produccion de mas

de un tipo de BLEE por un determinado microorganismo (151, 207, 407).
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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 especificas. Su designacion 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 B-lactamasas mas frecuentes en
Enterobacteriaceae y responsable de aproximadamente 90% de la resistencia a ampicilina en F.
coli (52), aunque su origen se desconoce. Tal y como otras P-lactamasas, debe originarse
evolutivamente en proteinas codificadas cromosémicamente 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 B-lactamasas, pero sin actividad frente a cefalosporinas de
tercera generacion (101). La aparicion de mutaciones puede comprometer la actividad de
cefalosporinas de amplio espectro y de inhibidores de P-lactamasas simultineamente, dando
lugar a las CMT (Complex Mutant TEM) (73a, 400).

Aunque las B-lactamasas tipo TEM son mas frecuentes en E. coli y K. pneumoniae,
también se encuentran distribuidas 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 diseminacién de enzimas de tipo TEM estd asociada a la dispersion de
derivados del transposon Tn3, eventualmente localizados en plataformas modulares y
generalmente asociados a plasmidos. Algunos de ellas estan 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 especificas (52). Su
designacion 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 diversificacion en
comparacion con las enzimas de tipo TEM. Las enzimas de tipo SHV podrian haber tenido
origen en LEN-1, una penicilinasa cromosomica de K. pneumoniae, con la cual SHV-1 presenta
un 97.5% de homologia. La movilizacion del gen correspondiente a plasmidos y/o elementos
transponibles puede haber sido mediada por IS26 (103, 177).

La enzima SHV-1 y sus derivadas se encuentran con mas frecuencia en K. pneumoniae,
aunque se hayan diseminado via plasmidos a muchas otras especies de Enterobacteriaceae

(468), P. aeruginosa y Acinetobacter spp. (370). Como en el caso de los genes blargy, la
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diseminacion de genes blagyy esta facilitada por su asociacion con plasmidos conjugativos, que
contienen frecuentemente otros determinantes de resistencia (190).

El primer enzima de amplio espectro que se describié fue SHV-2 en Alemania y pronto se
disemin6 en Estados Unidos y en los paises mediterraneos (29, 232), aunque también SHV-5
presenta una distribucion geografica muy amplia y se haya asociado a plasmidos epidémicos
multiresistentes previamente descritos (57, 370, 383). En la actualidad, la variante mas
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 hidrolitico frente a cefotaxima, razén
por la cual fueron designadas cefotaximasas (45). Estas variantes parecen tener un origen en
genes cromosdmicos de bacterias medioambientales (K/uyvera sp.), habiendo sido identificadas
distintas especies como posibles ancestros de los diferentes genes de los clusters de esta familia
(Kluyvera cryocrescens y blacrxm.1, Kluyvera ascorbata y blacrxmo y Kluyvera georgiana y
blactxmz) (118, 330, 403). La movilizacion de estos genes a bacterias de origen clinico parece
haber ocurrido por la accion de unidades de captura génica, como ISEcPI, ISCRI o secuencias
relacionadas con fagos (329, 377, 460).

Se han descrito hasta la fecha mas de 70 enzimas que se agrupan en 5 familias distintas en
funcion de la homologia de las respectivas secuencias aminoacidicas: 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 Bf-lactamasas mas diseminadas en todo el mundo, tanto en el medio intra como
extra-hospitalario, considerandose endémicas en Sudamérica, Europa mediterranea, Europa de
Este y Asia (figura 7, 74, 263, 408). En Espafa, representan en la actualidad un 75% del total de
BLEE detectadas, siendo las mas 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 asociacion a elementos moviles como integrones, plasmidos y/6 transposones ha

permitido su diseminacion y persistencia a lo largo del tiempo (74, 132, 239, 329, 412).

31


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

Capitulo 1 - Introduccion

_Grupo CTX-M_
B cx-m-1
Il cTX-M-2
B CcTX-M-8 (A
[ cTXM-9 .-

Bl cndemicas esporadicas [1 Sindatos

Current Opinion in Microbiology

Figura 7. Distribucion mundial de enzimas de tipo CTX-M (adaptado de la referencia 74).

1.4.1.2 Otras B-lactamasas con importancia clinica

Las B-lactamasas de tipo OXA (clase D segun el esquema de Ambler) tienen la capacidad
de hidrolizar oxacilina, cloxacilina y benzilpenicilina, y confieren un cierto grado de resistencia
a inhibidores de B-lactamasas. Algunas tienen aumentado el espectro de actividad frente a
cefalosporinas (OXA-1) y carbapenémicos (OXA-50) o se encuentran asociadas a otras [3-
lactamasas como CTX-M-15 (OXA-1) o VIM-7 (OXA-45), confiriendo resistencia a todos los
B-lactamicos (50, 262, 462, 482). La primera variante descrita en este grupo de enzimas fue
OXA-1 detectada en E. coli, aunque su asociacion a integrones y plasmidos permitid su
diseminacion a otras especies de Enterobacteriaceae, P. aeruginosa 'y A. baumanii, donde esta

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

Las B-lactamasas de tipo AmpC (clase C segin el esquema de Ambler) hidrolizan
cefalosporinas de tercera generacion, pero también tienen actividad frente a cefamicinas e
inhibidores de [-lactamasas, no afectando a cefepima o cefpiroma. Sin embargo, los
microorganismos que contienen estas enzimas son generalmente susceptibles a los
carbapenémicos. Los genes blaam,c 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 fisioldgico secundario en la
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maduracion del peptidoglicano. Se encuentran también en E. coli pero su expresion es de bajo
nivel y normalmente no tienen un caracter inducible, ya que carecen de ampR (implicado en el
sistema de induccion). La presencia de mutaciones en las secuencias promotoras de genes
reguladores dan lugar a una hiperexpresion estable de estas enzimas, que también puede ser
inducida por exposicion a B-lactdmicos y que constituye un problema serio en Unidades de
Cuidados Intensivos (49, 351, 352). En los ultimos afios, se han descrito genes codificantes de
AmpC de localizacion plasmidica, generalmente no inducibles, designadas CMY, FOX, LAT,
CIT u otras. Los genes correspondientes estan frecuentemente asociados a integrones de clase 1

que contienen ISCR/, siendo las de tipo CMY las que mas 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 generacion, a carbepenémicos y aztreonam, siendo inhibidas por los
inhibidores de B-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 origen nosocomial (81), aunque en los ultimos afios haya sido también descrito
en otras regiones geograficas (China, Grecia, Colombia, Israel), en otras especies (£. coli, K.
oxytoca, Enterobacter sp., C. freundii, S. marcescens y P. aeruginosa) (70, 100, 198, 388, 478)
y en la comunidad (469). La localizacion de algunos de estos genes en transposones derivados
de Tn3 (Tn4401) podria ser responsable de su diseminacion (307). Las carbapenemasas de clase
B, las metalo-f-lactamasas (MBL) constituyen un grupo heterogéneo de enzimas que hidrolizan
imipenem o meropenem, cefalosporinas de tercera generacion pero no aztreonam o inhibidores
de B-lactamasas. Las primeras B-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 dia, las metalo-f-lactamasas del grupo B (tipos IMP
y VIM) constituyen las mas frecuentes en clinica y estan muy distribuidas principalmente en
Sudamérica y Europa. Se asocian frecuentemente a integrones y/6 plasmidos en especies como
Pseudomonas spp., S. maltophilia, Aeromonas spp., Bacillus cereus, Flavobacterium spp.,
Chryseobacterium spp., y Legionella gormannii, aunque la emergencia y diseminacion de estas
enzimas entre miembros de Enterobacteriaceae esta aumentando consideravelmente (222, 319,
481). Las carbapenemasas de clase D se dividen en 8 grupos y hidrolizan imipenem pero no
cefalosporinas de tercera generacion. Tienen poca homologia 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 plasmidos (OXA-48). Estas enzimas estan muy distribuidas en

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

Los genes bla se encuentran frecuentemente en elementos modulares que contienen otros
determinantes de resistencia a antibioticos en integrones y/o transposones. La expresion de estas
estructuras determina un fenotipo de multiresistencia que compromete seriamente el éxito
terapéutico y contribuye a la diseminacion y persistencia de microorganismos portadores de
BLEE en ambientes selectivos por procesos de co-seleccion (353, 480).

Los genes frecuentemente asociados a bla confieren resistencia a diferentes familias de
antibioticos: aac o aad (aminoglucosidos), dfr (trimetoprim), c¢cml o cat (cloranfenicol), gac
(compuestos de amonio cuaternario), blaoxa (P-lactdmicos), tet (tetraciclinas) y sul
(sulfamidas). Algunos de estos determinantes se encuentran asociados a integrones que poseen
genes blag; g especificos como blacrxm.z, blactxme, blacrxm.is, blages, blayes,y blapc 0 genes
que codifican carbapenemasas (blanp, blayny). En los Gltimos afios se han detectado genes que
confieren resistencia a fluoroquinolonas y/o aminoglucosidos, y que incluyen gnr, aac, arm y
rmt (126, 271, 399). El gen gnr, que confiere resistencia mediada por plasmidos a quinolonas
fue descrito en 1998 en K. preumoniae (281) y en los ultimos afios se han identificado distintas
variantes (qnrA, gnrB, gnrS) en diferentes especies (Salmonella spp., Klebsiella spp. y E. coli)
asociadas a blag gg muy diversas: gnrB a blactxm.is Y blasuv.1a, gnrA a blacrxm.1, blaves.i,
blasyy.1, u otras, y gnrS a blasyy.1z, blatem.sy Y blacrxama (203, 369). La enzima aac(6’)-1b-cr
(6’-N-acetiltransferasa tipo Ib, variante cr) inactiva simultdneamente aminoglucosidos y algunas
fluoroquinolonas (399, 406) y ha sido identificada en una region de multi-resistencia de un
plasmido derivado de R100 que contiene también blacrxm.is, blarema Y blaoxaa (50, 94). Los
genes asociados a la produccion 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 practica clinica (155, 507). Se han descrito
distintas variantes (armA, rmtA, rmtB, rtmC 'y rmtD) en Enterobacteriaceae y P. aeruginosa,
asociadas a blagigr (blargm.1, blacrxaa, blaspma Yy blacrxas), secuencias de insercion y

transposones y/o plasmidos especificos (126).
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1.4.3. Evolucion de las p-lactamasas

Los antibidticos P-lactamicos constituyen probablemente la familia de antibacterianos
sobre los que tanto la ingenieria bioldgica natural como la industria farmacéutica han
introducido un mayor nimero de modificaciones quimicas para alterar su espectro. Por ello las
B-lactamasas han sido el grupo de genes de resistencia que mas se ha diversificado,
evolucionando hacia un espectro de actividad enzimatica mas amplio (166).

Este fendmeno ha sido ampliamente estudiado en las B-lactamasas de tipo TEM (cerca de

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

blargyv dan lugar a una mayor actividad de substrato a la combinacion de un B-lactamico mas un
inhibidor de B-lactamasas (S130G en TEM-76) o a cefalosporinas de tercera generacion (G238S
en TEM-19) (249, 440). El analisis comparativo de secuencias que codifican para enzimas de
tipo TEM, SHV y OXA ha permitido en distintos estudios inferir la evolucion de enzimas de
estos grupos por adquisicion de distintas mutaciones a lo largo del tiempo y establecer posibles
rutas evolutivas (18, 112, 200).

Desde la descripcion de FEC-1, el primer miembro del grupo CTX-M identificado en
1986, confiriendo valores de concentracion minima inhibitoria (CMI) a cefotaxima y
ceftazidima de 200 pug/ml y 12.5 ug/ml, respectivamente (283), mas 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 blacrxa genes cromosOmicos de bacterias
medioambientales del género Kluyvera (118, 330, 403), los estudios de reconstruccion
filogenética en miembros de esta familia son escasos (22a, 45). La exposicion de las bacterias
productoras de enzimas de tipo CTX-M a una gran diversidad de antibidticos -lactdmicos para
los cuales no eran muy eficientes como cefotaxima-ceftriaxona, cefepima y ceftazidima, podria
haber contribuido a la diversificacion observada, y su localizaciéon en plataformas moviles y
altamente diseminadas a su dispersion (166).

La mayor parte de esas enzimas hidrolizan eficientemente cefotaxima, con valores de CMI
>64 pg/ml, mientras que los valores de CMI frente a ceftazidima (2-8 pg/ml) indican una mayor
susceptibilidad a este antibidtico. Sin embargo, la diversificacion en este grupo de enzimas ha
originado variantes con capacidad de hidrdlisis pronunciada frente a ceftazidima que se puede
traducir en valores de CMI de hasta 256 pug/ml (353). Si bien hasta la fecha no se ha descrito el
aislamiento clinico de ninguna bacteria portando una f-lactamasa de tipo CTX-M con
incrementada actividad sobre la combinacion de un B-lactdmico mas un inhibidor de f-
lactamasas, estas variantes han podido ser construidas 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
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(D240G), de acuerdo con el esquema de numeracion de B-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 mas
eficaz de diversificacion (26 variantes), y es en esta familia donde mas 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 diseminacion en distintos compartimentos y/o en
amplias areas geograficas, como CTX-M-15 (a nivel mundial) y CTX-M-32 (animales y
humanos) (50, 56, 74, 80, 94, 368).

La continua aparicion de nuevas variantes con incrementada actividad enzimatica respecto
a su ancestro mas inmediato no solo limita las estrategias de tratamiento antibidtico, sino que
ademas puede facilitar la aparicion de brotes epidémicos por el previsible incremento del

namero absoluto de células resistentes.

1.4.3.1. Estrategias desarrolladas para la prediccion de la aparicion de nuevas variantes

con mayor espectro de actividad

La evolucion de las BLEEs hacia un mayor espectro de actividad ha motivado diferentes
estudios, tanto para identificar las estrategias para reproducir la aparicion 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 nimero 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 reproduccion de la evolucioén 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 mas 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 analogos de ADN). En el primer caso,

las mutaciones suelen aparecer secuencialmente (133, 150, 221), mientras que en el Gltimo caso
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las mutaciones pueden aparecer simultaneamente, siendo mas dificil determinar su contribucion
a la aparicion de un fenotipo determinado (119, 491).

Los estudios previos de LeClerc y Oliver han servido de base a la utilizacion de cepas de E.
coli hipermutadoras para predecir la aparicion de cepas resistentes (246,247, 327). El empleo de
cepas deficientes en mutS reproduce una situacion natural en las poblaciones bacterianas, ya que
la mayoria de las cepas hipermutadoras naturales descritas hasta la fecha son defectivas en el
gen mutS, permitiendo asi una mayor aproximacion a las condiciones fisiologicas que dan lugar
a la emergencia de mutantes naturales (246, 247). En un trabajo anterior realizado por nuestro
grupo, se validd el uso de cepas hipermutadoras con el objetivo de provocar la aparicion de
mutantes en genes blap g en H. influenzae, que diesen lugar a la aparicion de B-lactamasas
mutantes con mayor espectro de actividad frente a antibidticos P-lactamicos (de tercera

generacion y/o combinaciones con inhibidores de -lactamicos (150).

Mutagénesis dirigida

Las estrategias de mutagénesis dirigida se emplean cuando se pretende identificar el efecto
de una mutacion especifica en el fenotipo. Consisten en la incorporacion del cambio
nucleotidico pretendido a un gen determinado utilizando oligonucledtidos que contienen dicho
cambio. Esta es una técnica directa con la que se pueden introducir un numero elevado de
mutaciones de forma secuencial, revelandose muy util en el analisis de los efectos de cambios

especificos, como reflejan los estudios realizados en enzimas de tipo TEM y SHV (36, 440).
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La actividad de unidades biologicas de captura y dispersion de los genes de resistencia a
diferentes agentes biocidas determina la prevalencia y distribucion geografica de la resistencia.
Las unidades biologicas actian a diferentes niveles jerarquicos, incluyendo aquellas implicadas
en captura y transmision horizontal (plasmidos, transposones e integrones), y en la diseminacion
en ambientes microecologicos especificos (clones y poblaciones bacterianas). La contribucion
especifica y la interaccion entre clones epidémicos y elementos de transmision horizontal ha
sido poco explorada y resulta esencial para establecer estrategias eficaces de control y
tratamiento de infecciones hospitalarias, desarrollar nuevas aproximaciones en la busqueda de
nuevos compuestos con actividad antibidtica y lograr un mejor conocimiento de la evolucidén
bacteriana.

Esta tesis propone el analisis de los elementos implicados en la captura, expresion y
diseminacion de los genes blag gr que codifican la produccién de enzimas que confieren
resistencia a cefalosporinas de tercera generacion como un modelo idoneo para analizar las
razones que pudieran explicar la evolucion acelerada de la resistencia a antimicrobianos causada
por la adquisicion y reciente diseminacion pandémica de estos genes en el ambito intra y

extrahospitalario.

Nuestra hipotesis de trabajo consiste en que la presion selectiva multiple de diferentes agentes

biocidas ha favorecido la seleccion de unidades genéticas especificas con elevada tasa de
transmisibilidad. La prevalencia de determinados sistemas de captura de secuencias y su
transmisibilidad en distintas areas geograficas podria haber determinado la diseminacion local
de nuevos genes de resistencia a partir del éxito adaptativo de clones, plasmidos, y plataformas

genéticas especificas ampliamente diseminados en el medio ambiente.
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El objetivo general de este trabajo es evaluar la contribucion relativa de la transmision

vertical y horizontal en la diseminacion de Enterobacteriaceae productores de B-lactamasas de

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

Los objetivos especificos de esta tesis son:

e Evaluar la contribucion de la diseminacion clonal y la de elementos de transmision
horizontal en el aumento reciente de la resistencia a antibidticos en enterobacterias,
analizando las diferencias espaciales y temporales en la prevalencia de las especies, los

clones y los elementos de transmision horizontal implicados.

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

hospital universitario terciario desde la deteccion del primer aislado.

e (Caracterizar la diversidad de plasmidos (y los transposones ¢ integrones localizados en

los mismos) asociados a los genes blag; gE.

e Predecir la capacidad de diversificacion de las enzimas de la familia CTX-M y la
asociacion con su espectro de actividad, analizando la contribucién de mutaciones

especificas a la resistencia frente a antibioticos -lactamicos.
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En esta seccion y a principio de cada apartado, se hara un breve resumen relativo a la

informacion considerada relevante para un mejor seguimiento de los resultados.

3.1. Epidemiologia 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
distribucion temporal y espacial de las BLEE, su evolucion desde la deteccion del primer

aislado y su asociacion con hospedadores especificos se analizan a continuacion.

Distribucion 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 B-lactamasas de clase B y de clase C fueron detectadas en nuestra institucion a partir de
2005 (452, resultados no publicados). El primer enzima detectado fue de tipo SHV (SHV-2) en
el afio 1988, seguido de variantes de tipo TEM (TEM-4) en el afio 1989 y de enzimas de tipo
CTX-M en 1991 (CTX-M-10). A partir del afio 1996, el aislamiento de enzimas del grupo CTX-
M aumento6 extraordinariamente, con la aparicion 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 simultanea (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 asociaciéon con

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

Distribucion compartimental de BLEE. En la ultima década, la prevalencia de
microorganismos productores de BLEE aumenté considerablemente en aislados procedentes
tanto del ambito hospitalario como comunitario (figura 9A). Hasta el afio 2001, las infecciones
causadas por microorganismos productores de BLEE fueron preferentemente de adquisicion
nosocomial, mientras que a partir de 2002, la mayoria de las mismas fueron adquiridas en la

comunidad (figura 9B).
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Figura 8. Distribucion de los aislamientos de E. coli productores de BLEE
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3.1.1. Caracterizacion de la estructura poblacional de Enterobacteriaceae

Especies implicadas. Las especies productoras de BLEE mas 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 varié en cada periodo analizado
siendo el hospedador preferencial K. pneumoniae en los afios 90 (ratio K. pneumoniae/E.
coli=1.38) y E. coli a partir de 2000 (ratio K. pneumoniael/E. coli=0.24). Esta variacion refleja el
cambio en la frecuencia de los cuadros clinicos mas frecuentemente diagnosticados
(bacteriemias vs infecciones urinarias y no graves), el origen de los mismos (adquisicion
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 observd una asociacion de algunos tipos de BLEE y determinadas especies. Las
distintas variantes de enzimas de tipo CTX-M estan asociadas mayoritariamente a E. coli y
algunas variantes de enzimas de tipo TEM y SHV a K. preumoniae (TEM-4 o SHV-2). En
ausencia de amplificacion clonal, esto sugiere la implicacion de elementos de transferencia
horizontal cuya diseminacion 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 poblacion de Enterobacteriaceae productores de BLEE estudiada se
caracterizo por una gran diversidad clonal dentro de cada especie, reflejada en el nlimero 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 diseminacion de plasmidos de resistencia

(130, 451, http://web.mpiib-berlin.mpg.de/mlst/dbs/Ecoli/).
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La distribucion geografica 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
paises de la Union Europea. La enzima CTX-M-15 ha sido descrita en paises de los 5 continentes y
constituye la f-lactamasa mas frecuentmente identificada en la actualidad, relacionada con clones
y/o plasmidos ampliamente diseminados (ver apartado 3.2.3). Las BLEE CTX-M-9 y TEM-4
permanecen confinadas a Espana, asociadas principalmente a E. coli y K. pneumoniae
respectivamente, aunque se han descrito casos esporadicos en otros paises de Europa. Aunque todas
estas BLEE se han asociado a diferentes especies, su amplia diseminacion ha estado motivada por la
dispersion de clones especificos 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 plasmidos (TEM-24, SHV-12, CTX-M-14, CTX-M-15 y
CTX-M-32). En este estudio se profundizara en el analisis de aislados productores de distintas BLEE

representativas de situaciones epidémicas locales e internacionales.

La caracterizacion de la estructura poblacional de E. coli se ha realizado en base a la
identificacion de sus grupos filogenéticos e indica que la composicion de los aislados
productores de las familias TEM, SHV y CTX-M es similar (analoga 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 adquisicion comunitaria productores de enzimas de los tres grupos
(TEM, SHYV vy distintas variantes del tipo CTX-M) en los ultimos afios del periodo estudiado
(figura 10).
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Figura 10. Distribucion de aislados de E. coli productores de BLEE por grupo filogenético
(Hospital Universitario Ramon y Cajal, 1988-2002). A. Distribucion de grupos filogenéticos por
familia de BLEE (TEM, SHV, CTX-M). B. Distribucion de grupos filogenéticos por tipo de BLEE.
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3.1.2. Caracterizacion de plasmidos con genes BLEE

La transferencia de resistencia a cefalosporinas de tercera generacion por conjugacion “in
vitro” vario entre el 79% y el 85% de los aislados analizados productores de TEM (79%), SHV
(81%) y CTX-M (85%).

El analisis del contenido plasmidico de las cepas productoras de BLEE reveld la presencia
de un numero variable de plasmidos (entre 1 y 5) de distintos tamafios (2-320 kb). Los
plasmidos portadores de genes blag g presentaron un tamafio variable (35-320kb) y fueron
mayoritariamente clasificados como plasmidos conjugativos pertenecientes a los grupos de
incompatibilidad IncP1l-a, IncN, IncA/C,, IncHI2, IncL/M, IncFII e Incll (99). La
diseminacion de algunas BLEE fue asociada a plasmidos epidémicos de grupos de
incompatibilidad especificos identificados en un elevado niimero de cepas durante distintos

periodos de tiempo (tabla 5).

Los plasmidos epidémicos portadores de genes blag gr identificados fueron:

e IncFII (85-160kb, CTX-M-15) Identificado en todo el mundo
e Incll (35-120kb, TEM-4) Identificado en Europa, Taiwan
e IncL/M (50kb, CTX-M-1) Identificado en Espafia y paises de Europa del Este

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

Unidos
e IncPl-a (100kb, CTX-M-9) Identificado en Espafia, Inglaterra y Alemania
o IncA/C,(180kb, TEM-24) Identificado en Espafia, Portugal, Francia y Bélgica
e IncN (40kb, CTX-M-32) Identificado en paises del area mediterranea

El analisis de los tipos de plasmidos en las cepas productoras de BLEE revelo la presencia
habitual de plasmidos de la familia repFIIA, que incluye los grupos IncFl, IncFIl, Incll,
IncB/O, IncL/M e IncK (334). Los plasmidos pertenecientes a esta familia presentan
variaciones en las regiones rep y cop motivadas por fenomenos de recombinacion 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 fendmenos de recombinacion entre plasmidos parecen ser bastante
comunes como refleja la frecuente variacion del tamafio plasmidico, la transferibilidad, el
contenido de replicones o la presencia de elementos genéticos moviles observada en plasmidos
IncFII o IncHI2 responsables de la diseminacion de genes blacrxm.is ¥ blacrxa.o (ver los

apartados 3.2.3.3 y 3.2.1.2). La deteccion de plasmidos con replicones asociados a plasmidos de
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distintos grupos de incompatibilidad indica la formacion de cointegados. Este fenomeno fue
observado en distintas ocasiones (plasmidos de tipo IncF e IncHI2) y parece ser frecuente bajo

determinadas condiciones de seleccion.

3.1.3. Caracterizacion de transposones con genes BLEE

La presencia y diversidad de distintas secuencias de insercion (IS) y transposones
relacionados con la expresion y diseminacion de genes bla fue investigada. Las secuencias de
insercion identificadas (ISEcPI e ISCRI asociadas a genes blacrx.m € 1S26 asociada a genes
blasyy) favorecen la expresion de los genes bla a través de la presencia de promotores
especificos y fueron asociadas a grupos determinados. Las estructuras genéticas que contienen
estos elementos se encuentran habitualmente localizadas en transposones (generalmente
derivados de Tn2/) y/o plasmidos (ver apartado anterior) que favorecen su diseminacion.
Algunas ISs parecen contribuir también a la diseminacion al facilitar distintos fenomenos de

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

e ISEcPI fue identificada en una posicion anterior a genes blactx.m del grupo CTX-M-1
(blactsa1, blactsas, blactsais ¥ blactxmasz), con excepcion de blacrxa.ig, CUYO gen se
encuentra localizado en una estructura genética probablemente derivada de fagos (329). La
distancia nucleotidica intergénica entre las ISs y el gen bla fue variable para cada variante
analizada: blacrx.m; (46bp), blactxm-1s (49 pb), blactxm1 (80 pb) vy blactxm.zx de (80 pb),
sugiriendo fendmenos de adquisicion independiente de estos genes. El promotor que dirige
la expresion de estos genes (TTGAAA-17pb-TACAAT) se sitlia a una distancia de 149-185

pb del codon de iniciacion del gen blacrx.m considerado.

o ISCRI fue asociada a los genes blacrx.m2 Y blacrxm.o localizados en integrones de clase 1
designados como In35 (numero de acceso GenBank AY079169) e In60 (nimero de acceso
GenBank AF174129). Estos integrones son derivados de Tn402 localizados en Tn2/ (322,
471). El promotor que dirige la expresion de estos genes (TAAACG-17pb-TAAGAT) fue
localizado a una distancia de 94-266 pb del codon de iniciacion del gen blacrxwm

considerado.

e 1IS26 fue detectada en plasmidos de los grupos IncFII e IncHI2 portadores de los genes
blactxm1s Y blactxmo respectivamente, donde se encuentr6 en multiples copias

favoreciendo fenomenos de recombinacion genética.

51


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nuccore&id=16357504

Capitulo 3 — Resultados

\
. ‘dds 1a100q0.401u7 sogej uoo
erouel ‘evedsy  700T-1661 - IN 0ST1-0% - - 01-IN-X1D
1700 7 OpBUOIOR[DI OJUSWA[]
aviowmnaud Y v
I-IN-X1D
eIsy ‘0159 [op edomy 00¢ odrpetodsy €o/vour 0cl 1d nooq d D1q-1d>4SI1 €-N-XLD
BIQUIO[OD NouI (114 . )
200T-100T oorwppids oN id'a no>q d b]q-1d>dS1 I-IN-X1D
‘zoun], ‘edoing W/ TouL 0S
< 3 . 3
SV EpRHR) SOpn 2002-000C ootuigpida oN 1ouf ofordwo) Ove-8y 194V opuoumnaud -y d DI TOSI PI-IN-X1D
sopessy ‘edoing ooruoprdy noo>q VEO06SI-PI9-1d7FS]
(6-N-XLO
DILIIUD °§
oowgpida oN d1dou] 091-0¥1 -
uemie], . 20200} 7
. . €00T-9661 oorwoprdy 0-1dou] 001 g9V O+d ITUL-T¥DSI 6-IN-X1D 7
Tisexq ‘edong . avuownaud Yy
oorwpptdy CIHdUT 0Te-0¥C 14V ’
no>'q
epeuR)) ‘sopiup oorugpida oN aviuownaud Y
: ’ 2006661 Noup 0S1-0S ’ d 9281 CI-AHS AHS
sopeys ‘eisy ‘edoing oonugpidy 1700
uemiIe] ‘ed1o) aviuownaud Y
. . 000Z-8861 ooruoprdy I[-Jouf 0ST< 19V - 9ZSI BZ-AHS
ppeue)) ‘edoinyg noo>'q
SLDIINA g
p203Ax0 Y ‘
v 9691U1-$UI "[CUL-0UT
edoing  $00Z-6661 oonwgprdy €o/vour 081 a aviuownaud Y d Jug YT-INAL
Sou230.400 "7
ZounJ, ‘eruojod v upunayf "3
$002-6861 oorwgprdy 11oU] “TLA9U] 0T1-S¢ aviuownaud "y d £uL P-INdL
‘erouel] ‘euedsyg 79 ‘a :
102 °q
> (@) v1g
» P19 10peyiod $9)UINIIIY
ojudIE[SIE ojudIE[SIE aopeyiod o V19 ud3 AAT1d AA71d
uonNqLYSIq oprused $0d1udI0 aadsy ¢ 09119UOD) owI0yuy
opoLg 3P BIUINIAIY oprused UOEBZI[BIO] AuUBLIBA BI[IuIe |
Juy odniny sodnin
ouewe],

(00Z-8861) TefeD A uguuey oLeSIATUN [e)dSOH

[0 Ud gaT1g °p seroyonpoid avaoviriaovqgo.aiur © sSoperoose sodnguagoqy sodnid £ soroadse ‘soprwserd op sodn) ‘0o10uag ouwlojuy ‘S ev[qe]

52



Capitulo 3 — Resultados

‘sasted sojunsIp 9p sope[sie & uotorpuodsarioo

sopezijeue soprwseld so] , ‘pepijiquedwoour op odnis [o unSos uEEOYNUIPI NS A v]g SOUST SOIUAPUOdSOLI00 SO udULHU0d onb sopruseld SO op Je[nddouwr oyEwE], |
» "BUWOSOWOIO=)) ‘OpIwsg[d=d , "S3)uSIPuadapuI UQIDISSUI AP SOUUQUS] EIIPUI [ENO O] ‘Sepezi[eur G T SAIUAIJIP se| ered 3[qeLIBA a1y D]q UIT [3 K [ JI7S] 1)UL BIDUBISIP BT,

da
10210 ‘eIfe)] ‘euedsy 2002-000¢ oorudprdy Noup o - oo g d v]q-¢SI-1d 24 ST CTEN-XLD
(uoordonynur) avownaud "y IO
opunur [2 0poL  ,900¢-100C oordprdy 00C-58 aa O+d 9ZSI-P19-1d24SI-9CST - ST-IN-XLD
1149U] 1102 °Hq
> (@D g
» P19 Jopeyaod $JUINIIIY
ojudTWB[SIR ojudIUR[SIR Jopepiod q V19 w33 AA1d Aq71d
uorINqLYSIq opruseyd S0d1)UAZoN ] aadsy - 0919UID) owr0juy
oporg P BIDUINIALY opruseyd UQEZI[EI0| AUELIBA eIfruey
Jug odnan sodnao
ouewe],

JU0) S BIqEL

53



Capitulo 3 — Resultados

e 1IS5075 fue identificada en los extremos terminales de transposones mercuriales del subgrupo del
Tn21 (flanqueando el modulo fnp y el operon mer) localizados en plasmidos de tipo IncA/C,
(este estudio), o en plasmidos de tipo IncFII (pRMH760) o IncHI1 (pHCM1) (342, 344). Esta IS
fue idéntica a la encontrada en una variante del transposoén Tn/72] identificada en 4. baumanii

(nmimero de acceso Genbank AY196695).

e Transposones mercuriales derivados de Tn2! fueron asociados a integrones de clase 1
localizados en plasmidos de los grupos de incompatibilidad IncHI2 (blacrx.m.o), IncP1-a (blacrx.
M9), € IncA/C, (blatemos), y anteriormente en plasmidos de tipo IncFII multi-resistentes y
ampliamente diseminados, como es el caso de los plasmidos NR1 (R100) o pC15-1a (portador de
blacrx.m.1s) (50, 256). Las estructuras identificadas fueron idénticas a Tn2/ y a Tn/696 descritos
anteriormente y estaban asociadas a distintas variantes de integrones de clase 1 derivados de
Tn402 pertenecientes a diferentes lineas evolutivas (In0 e In2 o In4). La presencia de estos
elementos en distintos tipos de plasmidos y asociados a diferentes genes bla indica su
importancia en la actual diseminacion de la resistencia a antibioticos y parece contribuir a la
evolucion intra o inter-plasmidica a través de fendmenos de recombinaciéon entre regiones

homologas.

3.1.4. Caracterizacion de integrones

La mayoria de aislados (n=117/201, 58.2%) contenian integrones de clase 1 (50.7%) y de clase 2
(7.5%). Los integrones de clase 1 se asociaron a plasmidos 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 méas comunes fueron el tipo I
(aadAl), 100% homologo a Tn2!/ (nimero de acceso Genbank AF071413), el tipo IV (dfrd16-aadA2,
nimero de acceso Genbank AY259085) en plasmidos especificos IncHI2 o IncP1-a, el tipo II (dfi41-
aadAl, 99% homologos a otros en el Genbank) y el tipo VII (aac(6°)-1b, también designado aacA4,
99% homologo al del plasmido pSa, nimero de acceso Genbank L.06822), identificados en plasmidos
IncA/C,. La localizacion de los integrones identificados en plasmidos epidémicos y/o transposones
muy diseminados como Tn2/ parece haber influenciado su amplia diseminacion 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 dispersion de determinados elementos principalmente

asociados a E. coli.
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Tabla 6. Integrones de clase 1 y 2 en aislados de Enterobacteriaceae productoras y no-

productores de BLEE de distintos origenes del Hospital Universitario Ramoén y Cajal (1988-2003)

Tipo Aislados Tipo Plaismido  Aislados no-
Tamaiio Periodo de
integron “Gene cassettes”* productores Epidémico productores
(RFLP) ®h) aislamiento BLEE (BLEE)"® BLEE ¢
I, 1000 aadAl 1988-2002 SHV-2, SHV- NI ¢
2a, -12,-13 C-nBLEE
CTX-M-9 IncHI2 V- nBLEE
TEM-4 Incll
1T, 1500 dfrA1-aadAl 1997-2002 CTX-M-9 IncHI2
TEM-24 IncA/C,
CTX-M-14 Complejo Incll CnBLEE
CTX-M-10 NT® V- nBLEE
SHV-12 IncI1, IncN
11, 1800 dfr412-orfF-aadA2 1997-2002 TEM-12 NI
SHV-2 NI -
CTX-M-9 FIB
v, 1500 dfr416-aadA?2 1996-2003 CTX-M-9 IncHI2, IncP1-a
CTX-M-32 IneN )
vV, 950 aadA2 1998 CTX-M-9 IncHI2 -
VI, 1500 dfrA17-aadAS5 1997-2002 SHV-12 IncI1, IncN C-nBLEE
CTX-M-14 IncI1 V- nBLEE
VII, 800 aac(6’)-1b (aacA4) 1999-2002 TEM-24 IncA/C, V- nBLEE
VIIT, 700 dfrA7 2001-2002 SHV-5, -12 NI -
IX, 800 sat 2001 CTX-M-14 IncIl -
X 1800 IS1- dfrA1-orf 2001 SHV-12 IncI1, IncN -
XI, 1900 dfr45-ered 2002 CTX-M-14 IncI1 -
XI1, 1900 blaoxa.1-aadAl 1997-2003 NI NI -
X111, 1500 dfrA15-aadAl 2003 TEM NI -
X1V, m00 1994 SHV-5 NI -
orfX..aadAla
XV, 1000 aadA5 1990 CTX-M-10 NT -
XVI; 2000 aacA4-cmiAl 1999 TEM-24 IncA/C, -
I, 1600 sat-aadA 1-orfX 2001 NI NI V- nBLEE
11, 1900 dfrd1-sat2-aadAl-orfX 1991-2002 CTX-M-9 IncHI2
CTX-M-14 Complejo Incll C-nBLEE
SHV-12 IncI1, IncN V- nBLEE
TEM-4 NT
11L, 2300 estX-sat2-aadA 1-orfX 2000 SHV-12 IncIl, IncN -

% Secuencia del integron entre las regiones conservadas 5°CS y 3°CS; ® Plasmidos epidémicos asociados al correspondiente
tipo de integron y a la produccion de BLEE, confiriendo por lo tanto un fenotipo de resistencia a cefalosporinas de tercera
generacion; © Aislados no productores de BLEE de origen clinico (C-nBLEE) y de voluntarios sanos (V-nBLEE); ¢ NI = No
identificado; ° NT = No tipable
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3.2. Epidemiologia molecular de conjuntos evolutivos en Enterobacteriaceae

productoras de BLEE

En esta seccion, profundizaremos en la epidemiologia de enterobacterias productoras de
diferentes P-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 dispersion.

3.2.1. Epidemiologia molecular de la resistencia mediada por CTX-M-9

La enzima CTX-M-9 y su entorno genético parcial fueron identificados inicialmente en Esparia por
Sabaté y col. en 1996 en una cepa de Salmonella de origen animal aislada en Murcia, constatandose su
diseminacion posterior en hospitales y en reservorios de la comunidad de otras regiones de Espana y
Europa (191, 393, 411). Esta BLEE esta ampliamente diseminada en nuestro pais en la actualidad y ha
sido detectada solo de forma esporddica en determinados hospitales de Inglaterra y Francia (487,
498). El gen blacrx.aro habia sido localizado en un integron de clase 1 denominado In60 que contiene

ISCR1 (previamente denominada orf513 o CR1) y dos copias de la region 3°CS (410, figura 11).

En este apartado se describe la caracterizacion molecular del entorno completo del gen blacrx.p.o
(integron, transposon, plasmidos y estructura poblacional de hospedador), y la evolucion 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 ISCRI (348, 471) y de la
implicacion de Tn2l, siendo ademas uno de los primeros estudios que constata el papel de los
plasmidos conjugativos clasicos en la diseminacion actual de la resistencia a agentes antimicrobianos.
Adicionalmente, constituye un paradigma de diseminacion de resistencia causada por transferencia
horizontal y uno de los pocos ejemplos de evolucion plasmidica debida a diferentes procesos de

recombinacion entre estructuras genéticas modulares.

Estos resultados forman parte del manuscrito: “Dissemination and persistence of blacryie is
linked to class 1 integrons containing CRI 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, pagina 169)
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Intll  dfrA16 aadA2 qacEAlsull ISCRI blacyxme orf3-like 1S3000 qacEAI sull orf5

=

5-CS “Genecassettes” 3 -CSl1 Region comin In6-In7

Region similar al del cromosomade 3 _cs
Kluyvera sp.

Figura 11. Estructura del In60, integron de clase 1 que contiene blactx.e (Mimero 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 pertenecian 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 mayoria de las cepas expresaron resistencia a otros
grupos de antibidticos: sulfamidas (98%), trimetoprim (96%), estreptomicina (96%), tetraciclina
(93%), acido 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 antibioticos en el integron asociado a blacrx..o en estos aislados.

3.2.1.2. Identificacion de los plasmidos que codifican la produccion de CTX-M-9

La transferencia de la resistencia a cefotaxima en los aislados productores de CTX-M-9 por
conjugacion fue constatada en el 76% de los casos estudiados. El gen blactxmo fue localizado
mayoritariamente en plasmidos conjugativos de un peso molecular comprendido entre 70 y 320 kb,
pertenecientes a los grupos de incompatibilidad IncHI2 (n=26), IncP1-a (n=10), IncFI (n=4) e Incl1
(n=1). En cuatro casos no se pudo identificar el grupo de incompatibilidad de los pldsmidos que
codifican CTX-M-9, ni por PCR ni por hibridaciéon con sondas especificas para los replicones
correspondientes a IncP1-a, IncHI2, IncFI e Incll (dos plasmidos de aproximadamente 120kb, uno de

aproximadamente 70 kb y uno de tamano indeterminado).

Los plasmidos pertenecientes al grupo IncHI2 fueron aislados de diferentes especies causantes
de distintos tipos de infeccion durante todo el periodo de estudio (1996-2003) y presentaron un
tamafio variable entre 240 y 320 kb. Los similares patrones de huella dactilar de ADN plasmidico de
un niumero representativo de plasmidos IncHI2 obtenidos tras digestion con las enzimas de restriccion

EcoRIl y Pstl, y la homologia del 99% (un solo cambio nucleotidico) en la regién de iterones
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amplificada en seis plasmidos IncHI2 de diferentes tamafios con la del plasmido pR478 (prototipo de
plasmidos IncHI2, nimero de acceso a Genbank BX664015), sugiere un origen comun a partir de un

elemento sometido a diferentes fendmenos de recombinacion.

Una gran mayoria de los transconjugantes en los que blacrxm.o se encuentra localizado en
plasmidos IncHI2 contenian més de un plasmido (n=19/26) mayoritariamente del grupo IncF. En dos
casos, se detectd la presencia de replicones correspondientes a IncHI2 e IncF en una misma banda de
ADN correspondiente a los transconjugantes digerido con I-Ceul, reflejando probablemente la
formacion de co-integrados. En uno de los casos, las sondas hibridaron en una misma banda
plasmidica de un tamafio de 320 kb, mientras en el otro caso las sondas hibridaron en una banda
cromosomica de aproximadamente 330kb, reflejando probablemente la integracion del plasmido al
cromosoma bacteriano. La caracterizacion de algunos plasmidos IncHI2 aparece ilustrada en la figura

12.

Los plasmidos IncPl-o se aislaron tanto de pacientes ambulantes como de pacientes
hospitalizados en areas médicas entre los afios 1998 y 2003. En este caso, todos los plasmidos
presentaron un tamafio similar de aproximadamente 100 kb, unos patrones de huella dactilar muy
similares e idéntica secuencia del replicon amplificado, que exhibia una homologia de 100% con la
del plasmido pRK2 (el prototipo de los plasmidos IncP1-a, nimero de acceso Genbank M20134),
reflejando la diseminacion de un mismo pladsmido a lo largo del tiempo. De forma analoga a lo que
ocurre con los aislados productores de CTX-M-9 en los que el gen blacrxm.o esta localizado en
plasmidos IncHI2, los plasmidos del grupo IncF fueron también identificados en la mayor parte de los

aislados en los que el gen blacrx.m.o S€ encuentra localizado en plasmidos IncP1-a.

Aunque la presencia de pldsmidos IncF en aislados productores de CTX-M-9 fue frecuente, la
localizacion del gen blacrxmo en plasmidos de este tipo solamente se detectd en cuatro aislados de
los afios 2001-2002. Estos plasmidos contenian replicones de tipo repFIB y repFIl, tenian un tamafio
molecular comprendido entre 140-160 kb y se clasificaron como pertenecientes al grupo IncF. Los
amplicones correspondientes al grupo de incompatibilidad Incll fueron también frecuentemente
identificados en aislados productores de CTX-M-9 de esta coleccion (n=11), mayoritariamente en
cepas que contenian plasmidos de tipo IncP1-a, aunque su asociacion a blacrx.mo fue identificada en

un unico aislado (120kb).
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3.2.1.3. Caracterizacion de integrones asociados a Tn402

La diversidad de integrones de clase 1 asociados a blactx.mo y su relacion con Tn402 fue
investigada por PCR y posterior secuenciacion de los fragmentos analizados (figura 13, figura 23).
Los integrones fueron clasificados en 6 tipos o variantes designadas con letras mayusculas (A-F) en
base a la secuencia conocida de In60 (nimero de acceso GenBank AF174129) y en 8 subtipos
designados con niimeros (1-8) en base al contenido en IS7/326, IS1353, IS6100 y orf5, que refleja la

asociacion de las variantes de In60 a los distintos derivados de Tn402 conocidos (tabla 7):

e Tipo A, analogo al prototipo In60 (n=35). La secuencia de la parte variable de este integron
(dfrAl16-aadA2) es idéntica a la del integron (In36) identificado en aislados portadores de
gnrdA descritos en China y América del Norte en 2003 (nimero de acceso Genbank

AY259085, 483)
e Tipo B, con diferencias en las secuencias localizadas rio abajo de blacrx.m.o (n=4)

e Tipo C, con un contenido de gene cassettes diferente al de In60 (n=3). La secuencia de la
parte variable (aadAl) es idéntica a la del integron de Tn2/, descrito en 1957 (nimero de

acceso Genbank AF071413)

e Tipo D, con un contenido de gene cassettes diferente al de In60 (n=1). La secuencia de la
parte variable (dfid12-orfX-aadA8) es idéntica a la del integron 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 analisis de la region 3°-CS2 de estos integrones por PCR solapantes y secuenciacion de
regiones especificas permitio identificar las variantes de Tn402 correspondientes a los integrones tipo
In2 (presencia de IS7326 y de IS1353) e In0 (presencia de IS7326), correspondientes a los subtipos 1
y 2 respectivamente (61). Los aislados que mostraron ausencia de orf5 fueron analizados para
comprobar la presencia del modulo completo de Tn402 (tniR-tniQ-tniB-tniA), previamente descrito en
plasmidos contemporaneos de distintos grupos de incompatibilidad como IncPl-a y/o diferentes
transposones mercuriales como Tn5058 (295, 447, 455), no habiéndose encontrado en ninguno de los

analizados.
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Tabla 7. Caracterizacion de variantes de integrones de clase 1 por PCR solapantes basadas en la
estructura de In60 y de secuencias relacionadas con Tn402

Amplificacién de prodnct?s GelCR Sopitebaderes Presencia de orf asociadas a integrones de clase 1
especificos
Tipo * Subtipo”  Aislados P59-P60° P61-P62 P63-P64 P65-P66 P67-P68  1S1326 11353 1S6100 orf5
A 1 n=12 + + + + + + + = +
2 n=4 + + + + + + = = +
3 n=2 s + i +* * - - - +
4 n=15 + A A + + - a = o
3 n=1 + + + + + - - + 1
6 n=1 + + + + + - - + o
B 3 n=3 + + + + - - - - +
4 n=1 + + + + - - - - -
C 1 n=1 20 + + + + + 4 B ¥
2 n=1 +4 + + + + + - = +
7 n=1 +4 + + + + + + - -
D 8 n=1 +4 + + - - + + + )
E 4 n=I1 - - + + + - - - -
F 4 n=1 - - - + + = > = -

" 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 rio abajo de blactx.m.o Y Variaciones en el modulo ni; © Cebadores disefiados en base a
la secuencia de In60 (tabla 12); ¢ Tamafio de la zona variable del integrén diferente al esperado.

In60
Intl1 dfrA16 aadA2 qacEA1 sul1 ISCR1 blactxms orf-3-like 183000 qacEAtsul1  orf5 151326 181353 tniBA1 tniA
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7
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S, 69 73 774 8
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tnpA tnpR tnpM ED A C PT R

100% homologia con tnpr,,; (#AF071413) 100% homologia con merr,,; (#AF071413)
Figura 13. Representacion esquematica del elemento que contiene blacrx.n.o. Las barras verticales representan

secuencias repetidas invertidas (IR) del integron In60 (gris) o del transposéon Tn2/ (negro). Los circulos representan

las secuencias de 59pb de los gene cassettes correspondientes. Los cebadores se incluyen en la tabla 12.
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La caracterizacion del promotor del gen infI1 (integrasa) en aislados representativos de cada
tipo de integron reveld la presencia de dos promotores diferentes que presuntamente dirigen la
transcripcion de los gene cassettes. Estos promotores son homologos a los de los integrones In28 e

In4, tradicionalmente conocidos como variantes débil y fuerte, respectivamente (347).

La region intergénica sull-ISCRI de 405 pb descrita en otros integrones de clase 1 que
contienen ISCRI como In35, In37, In38 o Inl117 (nimeros de acceso Genbank AY079169,
AY259086, AY 162283 y DQ125241, respectivamente) fue detectada en todos los aislados estudiados.
La secuencia rio abajo a IS3000 no pudo ser identificada, aunque la hibridacion positiva con sondas
correspondientes a secuencias intragénicas de IS3000 y de Tn402/tni en un unico 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 rio abajo y rio arriba del gen blacrxnm.o €n aislados correspondientes a los subtipos
designados como 4, 5, 7 y 8 seglin nuestro esquema de PCR solapadas no pudieron ser determinadas,
aunque la region tniB-tniA fue amplificada en dos aislados del subtipo 4 (In60E-4 ¢ In60F-4)
localizada en plasmidos del grupo de incompatibilidad IncHI2. Estas secuencias fueron idénticas a las
de Tn5058, un transposéon mercurial derivado de Tn5053 (numero de acceso Genbank Y17897),

aunque su asociacion con In60 no pudo ser establecida.

3.2.1.4. Asociacion del In60 al Tn21

La presencia de merd, observada en el 47% de los aislados sugiri6 inicialmente una posible
relacion de In60 con transposones mercuriales de la familia Tn2/, ampliamente distribuidos en
Enterobacteriaceae (256). La presencia del brazo izquierdo completo del transposén Tn2/ (tnpA-
tnpR-tnpM) fue identificada en aislados correspondientes a los tipos In60 A-1, B-3, C-1 y C-2,
asociados a plasmidos de los grupos de incompatibilidad IncP1-a e IncHI2 aunque fue variable en
aislados portadores de la variante de In60 B-3. La presencia del brazo derecho del transposén (operon
mer) fue detectada en todos los aislados en los que blacrx.mo S€ asocié a plasmidos IncP-1a, en un
numero variable en los que estaba asociada a plasmidos IncHI2, estando ausente cuando el gen se

localizo6 en plasmidos IncFI.
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3.2.2. Epidemiologia molecular de la resistencia mediada por TEM-24

Se han descrito mas de 100 variantes de enzimas de tipo TEM desde la primera descripcion 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 dreas
geogrdficas habiendo causado brotes epidémicos en el ambito hospitalario y/o comunitario (10, 23, 87, 95,
115,117, 268, 360).

TEM-24 constituye una de las BLEE de tipo TEM mas frecuentemente identificadas en hospitales de
diferentes paises de Europa. Su amplia diseminacion se ha relacionado principalmente con la dispersion
de un clon de E. aerogenes resistente a multiples antibioticos causante de infecciones de adquisicion
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 Esparia, Portugal, Francia y Bélgica (1998-2004).

Estos resultados forman parte del manuscrito “A multi-resistant IncA/C; plasmid containing Tn21 y
Tn1696 derivatives causes international spread of TEM-24 among Enterobacteriaceae” (en preparacion)
(ver anexo pagina 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 F.
aerogenes, K. pneumoniae y P. mirabilis, correspondian a pulsotipos tnicos 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 Espafia, Portugal, Francia y Bélgica (72, 115, 117, 154, 268), indicando la
dispersion clonal de esta cepa en diferentes paises. Un estudio ha identificado la presencia del clon de

E. aerogenes en aislados humanos de origen hospitalario no productores de BLEE (130).

Todas las cepas presentaban un patrén de resistencia a cloranfenicol, sulfamidas, trimetoprim,
aminoglucodsidos (estreptomicina, kanamicina, netilmicina, tobramicina, y reducida susceptibilidad a
amikacina), quinolonas (ciprofloxacina y 4cido nalidixico), y tetraciclina. Los transconjugantes
exhibian un patrén de resistencia a cloranfenicol, sulfamidas, trimetoprim, y la mayoria de ellos a

aminoglucdsidos (kanamicina, netilmicina y tobramicina). La resistencia a amikacina (71%),
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ciprofloxacina (71%), acido 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 plasmidos productores de TEM-24

(72, 117, 154, 175, 268, 275, 311).

3.2.2.2. Identificacion de los plasmidos que codifican la produccion de TEM-24

En todas las especies y clones estudiados, el gen blatgm.os fue localizado en un plasmido
conjugativo del grupo de incompatibilidad IncA/C, identificado en base a la secuencia de su origen
de replicacion (100% idéntica a la del plasmido p2039, ntimero de acceso al Genbank AM087198) y
de un tamafio aproximado de 180kb. La similitud en los patrones de huella dactilar de ADN
plasmidico de distintas especies de Enterobacteriaceae obtenidos por digestion enzimatica indican la
dispersion de un plasmido comun portador del gen blatem.o4 €n Espaiia, Portugal, Francia y Bélgica.
La identificacion del mismo plasmido en aislados de diferentes especies (E. coli y E. aerogenes) del
mismo paciente, indica también una eficiente transferencia in vivo de este elemento genético,
fenomeno 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. Caracterizacion de integrones y su asociacion con derivados de Tn402 y Tn2l

La presencia de integrones y transposones y su relacion con la resistencia a distintos antibidticos
fue investigada por PCR y posterior secuenciacion 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 I y
XVI) en transconjugantes representativos de distintos clones cuyo contenido en gene cassette
explicaria la resistencia a trimetoprim (dfr), estreptomicina (aad), cloranfenicol (cmlAl) y de los

aminoglucdsidos kanamicina, netilmicina, tobramicina y amikacina (aacA4):

i) Tipo VII (aacA4, también designado aac6’-Ib o 6’-N-acetiltransferasa). Su secuencia es 99%
homologa al del integron del primer plasmido de resistencia a antibidticos pSa (designado
también como NR1 o R100 y prototipo de los plasmidos del grupo de incompatibilidad FII)
identificado en S. flexneri en el afno 1957 y ampliamente diseminado en plasmidos

contemporaneos de distintos grupos de incompatibilidad (nimero de acceso Genbank 1.06822)

i1) Tipo XVI (aacA4-cmlA1), La secuencia del gen aacA4 fue distinta a la descrita anteriormente
(3 cambios nucleotidicos), y a su vez también 99% homologa a la del prototipo presente en el
plasmido pSa (niimero de acceso Genbank L06822). La de cmidl fue 99% homologa al

encontrado en el integron de clase 1 In4 (nimero de acceso Genbank U12338)
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iii) Tipo Il (dfrAl-aadAl). La secuencia fue 99% homologa a otras en el Genbank; la secuencia
de aadAl es idéntica a la que se encuentra localizada en el integron de clase 1 In2 en el Tn2/

(nmumero de acceso Genbank AF(071413)

Estos integrones fueron identificados como parte de variantes defectivas de Tn402 de la
familia In0-In2-InS (aacA4-cmiIAl o dfrAl-aadAl) y de la familia In4 (dfrAl-aadAl o aacA4), en
base a la secuencia del promotor del gen infll y del médulo tnitwe (figuras 15 y 23, 347). Las
diferencias en el nimero y/o contenido de los gene cassettes justificarian ligeras variaciones en el
perfil de sensibilidad observado en distintos aislados. La region rio abajo de 3’CS, tniB-tnid, IRi ¢
IRt de los Tn402 de tipo In0 fueron idénticas a las del plasmido pVS1, un plasmido no-conjugativo

de P. aeruginosa y que contiene el transposon mercurial Tn501 (61, 439).

La caracterizacion detallada de la region rio abajo de 3’CS del Tn402 clasificado como de la
familia In4 permitié identificar una nueva variante, en la cual parece haberse deletado la primera
copia de IRt del integron y la copia de la secuencia AIS6700, localizadas rio arriba y rio abajo de la
copia completa de IS6700 respectivamente en el prototipo In4 (nimero de acceso GenBank U12338).
Esto podria indicar la importancia de los fendmenos de recombinacion y deleccion en la
diversificacion 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,

demostrandose su asociacion con transposones mercuriales de la familia Tn2/ (figura 14).

e El Tn402 de la familia In0 fue identificado en un derivado de Tn2/ cuyos médulos de tni y de
operon mer tenian una secuencia 100% idéntica a la del Tn2/ de los plasmidos de
multirresistencia NR1 o R100 (IncFII) y pHCM1 (IncHI1) (256, 342, nimeros de acceso
Genbank AP000342 y AL513383, respectivamente).

o El Tn402 de la familia In4 fue asociado a distintos entornos genéticos en las cepas analizadas.
En uno de los casos, esta variante correspondi6 a un transposén derivado de Tn2/ compuesto de
un modulo #mp idéntico al de Tn2/ (numero de acceso Genbank AF071413) y de un operon mer
idéntico al del transposon Tn/696 (numero de acceso Genbank U12338). En otro aislado, la
variante de In4 fue asociada al transposon Tn/696, cuyos modulos mer;s5 v tnpises son
idénticos a los del Tn/696. El tnp;s96 aparece truncado por la insercion de un transposéon Tn/,
compuesto por el gen blargy.4 y los genes tnpA y tnpR, que mostraron 100% homologia a los

del Tn/ (mimero de acceso GenBank L.27758).
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En los extremos terminales de Tn2/ y truncando las IR del transposon se identifico la secuencia
de insercion IS50735, perteneciente a la familia IS77717 (343). Estas ISs se insertan dentro o fuera de
las secuencias invertidas terminales (38pb) de los transposones mercuriales de la familia Tn2/,
habiéndose sugerido un papel determinante en la movilidad de estos elementos (343, 459). Las
secuencias fueron idénticas a las descritas en un transposon derivado de Tn/72/ encontrado en A.
baumanii (mimero de acceso Genbank AY196695) y 99% homologa a variantes descritas en otros
plasmidos de tipo IncA/C, (pCC416), IncFII (pRMH760) e IncHI1 (pHCM1) (nimeros de acceso
Genbank AJ704863, AY 123253 y AL513383, respectivamente) (89, 342, 344).

La asociacion entre Tn21 y Tn1696 formando parte de un elemento modular de mayor tamafio
no puede ser descartada. La presencia de elementos de resistencia que incluyen estos dos
transposones ha sido observada en plasmidos de los primeros aislados resistentes a antibidticos (309,

344).

Otro elemento genético relacionado con el fenotipo de resistencia a antibidticos de este plasmido
fue el gen sul2, cuya asociacién a entornos genéticos conocidos (ISCR2-sul2 o derivados de Tn5053
o al plasmido RSF1010) ampliamente distribuidos entre plasmidos conjugativos y no-conjugativos no

pudo ser verificada (386, 460,).

En resumen, la diseminacion de blarem.o4 €n diferentes paises estd causada por la dispersion de
cepas epidémicas de E. aerogenes, K. pneumoniae o P. mirabilis, asi como de un plasmido epidémico
de amplio espectro perteneciente al grupo de incompatibilidad IncA/C,. El fenotipo de
multirresistencia observado ha sido asociado a plataformas genéticas conocidas (derivados de Tn402
y transposones mercuriales) ampliamente distribuidas en plasmidos de distintos grupos de
incompatibilidad, indicando su importancia en la diseminacion de la resistencia a antibidticos en

nuestro entorno.
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3.2.3. Epidemiologia molecular de la resistencia mediada por enzimas de la familia CTX-M-1

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 mas frecuentemente
detectadas en todos los continentes debido a la diseminacion pandémica de variantes especificas como
CTX-M-1, CTX-M-3 o CTX-M-15.

Los genes que codifican las enzimas de este grupo se encuentran asociados a ISEcPI (239, 375), con la
excepcion de blacry..ig de aislados esparioles descrito en un elemento genético relacionado con fagos
(329). Algunos de estos genes se encuentran ampliamente diseminados habiéndose descrito brotes
epidemicos de aislados productores de CTX-M-1, CTX-M-3 o CTX-M-15 en distintas regiones geogrdficas
(19, 45, 289, 314). Otras, como CTX-M-32, estan 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 Esparia en nuestra institucion en 1991 y correspondian 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 simultaneamente (este estudio, 80, 337, ver figura 8).

La caracterizacion del entorno de los genes que codifican su produccion y la identificacion de los
plasmidos que los vehiculan permitio confirmar el papel fundamental de los pldsmidos conjugativos de los
grupos de incompatibilidad clasicos en la diseminacion de genes que codifican la produccion de enzimas
del grupo CTX-M-1, demostrandose una asociacion de cada una de estas BLEE a plasmidos especificos:

CTX-M-32 e IncN,CTX-M-1 e IncL/M, CTX-M-3 e IncA/C,y CTX-M-15 e IncFII

A partir de este estudio se originaron dos publicaciones (ver anexo pagina 169)
“Emergence and dissemination of CTX-M-I1-like-producing FEnterobacteriaceae in Spain is
caused by IncFIl (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 f-

lactamase CTX-M-15". 2008. Emerging Infectious Diseases. 14(2): 195-200"
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3.2.3.1. Epidemiologia 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 institucion 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 mayoria 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 generacion, tetraciclina (80%), acido nalidixico (60%) y sulfamidas (40%).

Un tnico plasmido de 40kb de tipo IncN con un replicon idéntico al del plasmido R46 (prototipo
de los plasmidos del grupo de incompatibilidad IncN, nimero 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 cardiopediatria de nuestro hospital durante un periodo de
11 meses (2001-2002). Ademas, dos aislados con pulsotipos diferentes fueron recuperados de un
mismo paciente. Estos aislados expresaron resistencia a cefalosporinas de tercera generacion,
estreptomicina, trimetoprim y sulfamidas.

El gen blactx.m fue localizado en plasmidos de los grupos IncL/M (n=2) e IncN (n=1). El
replicon del plasmido IncL/M (50kb) presentaba un 99% de homologia con el del plasmido de
referencia pMU604 de K. pneumoniae (nimero de acceso Genbank U27345). El plasmido IncN
(40kb) que contiene blacrx.m.1 tenia un patron de huella dactilar idéntico al del plasmido IncN que
contiene blacrxm.i- La identificacion de un entorno genético comun respecto al plasmido y la
secuencia rio arriba de los genes blactx.m1 ¥ blacrxmsz (ISEcpl-1S5-blactx.m) parece indicar un
origen comun para estos dos genes y la evolucion in vivo del plasmido, como parece haber ocurrido

en otros contextos (blacrxms Y blacrxm.1s) (206).

Los aislados productores de CTX-M-3 estudiados procedentes de Espafia y Polonia, mostraron
distintos perfiles de sensibilidad. El aislado recuperado en nuestra institucion fue asociado al grupo
filogenético B2 y conferia resistencia a acido nalidixico, mientras el transconjugante portador de
blacrxm.; de Polonia fue resistente a aminoglucosidos, sulfamidas y trimetoprim.

El gen blactx.; se asocid a plasmidos de los grupos IncA/C, (120kb, Espaiia) e IncL./M (170kb,
Polonia). La secuencia del replicon del aislado espafiol fue idéntica a la del plasmido p2039 de S.

enterica aislado en los Estados Unidos en 1997 (numero de acceso Genbank AMO087198), que se
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diferencia de la del prototipo IncA/C, (pldsmido RA1, niimero de acceso Genbank X73674) en 27

nucleotidos/3 aminodcidos respecto al plasmido de referencia.

3.2.3.2. Epidemiologia de aislados productores de CTX-M-15

Cincuenta y dos aislados clinicos (44 E. coli, 8 K. pneumoniae) y 6 plasmidos productores de
CTX-M-15 procedentes de 7 paises de distintos continentes (Francia, Espafa, Portugal, Suiza, India,
Kuwait y Canadd) fueron estudiados (2000-2005). Los aislados de E. coli se agruparon en los
filogrupos B2; (n=22, 50%), D; (n=11, 25%), A; (n=8, 18%) y B1 (n=3, 7%). Los subgrupos B2;, A,
y Dy son los mas frecuentes dentro de los grupos filogenéticos B2, A y D, respectivamente.

Se identificaron 32 pulsotipos de E. coli (B2;, n=13; D, n=10; A;, n=6; B1, n=3). Entre los 13
pulsotipos del grupo filogenético B2, 9 de ellos (correspondientes a 18 aislados de Francia, Canada,
Espafa, Portugal, Kuwait y Suiza) presentaron patrones de huella dactilar con <6 bandas de diferencia
y una similitud > 80% que sugirié una relacion 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 Espaiia y otro
de Portugal) y ST405 (un aislado de Portugal). La mayoria de los aislados de E. coli B2; (n=16)
correspondian a aislamientos de orinas, de los cuales todos excepto 3 pertenecieron al ST131. Cuatro
de los aislados B2; 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.

-

—
—_—
—
—
o
»

Figura 15. Discriminacién de aislados productores de CTX-M-15.
Lineas 1 Y 17, marcador marcador A-ladder PFG (New England Biolabs
Inc., Ipswich, EUA); lineas 2-16, digestiones de ADN gendmico con Xbal.

71



Capitulo 3 — Resultados

Los 11 aislados pertenecientes al filogrupo D, presentaron una gran diversidad de patrones de
macrorrestriccion 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 present6 el cambio C288T descrito en fum(C35, caracteristico
del grupo clonal A (CgA) de E. coli responsable de infecciones urinarias de origen comunitario
(ST69) (209, 451). Cinco aislados procedentes de Kuwait (n=2), Suiza (n=2) y Espafia (n=1)
pertenecieron al ST405 (fum(C37). Todos los aislados de tipo B1 (n=3) fueron detectados en Francia.
Se detectd 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%), acido nalidixico (78%), tetraciclina (69%), gentamicina
(69%), estreptomicina (58%), ciprofloxacino (54%), trimetoprim (52%), sulfonamidas (50%),
cloranfenicol (19%), nitrofurantoina (12%) y amikacina (11%). Todos los transconjugantes
expresaron resistencia a cefalosporinas de tercera generacion, aminoglucosidos, tetraciclina o
trimetoprim.

Los aislados productores de CTX-M-15 contenian blaoxa.; Y aac(6’)-1b-cr con la excepcion de
un aislado que solo tenia aac(6°)-1b-cr y otro que contenia blaoxa; y aacA4, lo que determina una

reducida susceptibilidad a amikacina, kanamicina y netilmicina.

3.2.3.3. Caracterizacion de los plasmidos que codifican la produccion de CTX-M-15

El gen blacrx..15 fue transferido por conjugacion o transformacion en el 37% de los casos. En 8
aislados de E. coli asociados a 7 pulsotipos (3 correspondientes a B2;-ST131, uno a D;-ST405, dos al
filogrupo D, y uno al filogrupo A;), el gen blacrx.m.15 estaba localizado en el cromosoma, aunque
también se identificaron plasmidos de tipo IncFII. En otros dos aislados, la sonda blacrx..1s hibrido
tanto en el plasmido IncFII como en el cromosoma (un aislado del grupo D;-ST405 y otro del
filogrupo B1).

Todos los plasmidos que codifican CTX-M-15 fueron identificados como IncFII a pesar de la
diversidad de tamafio (85-160kb), perfiles de huella dactilar y contenido de replicones (FII, FII+FIA,
FII+FIA+FIB). Los tres plasmidos mayoritarios fueron arbitrariamente designados plasmido A

(85kb), plasmido B (120kb) y plasmido C (85kb) (ver figura 16).

El plasmido A (85kb) se identificd en aislados de E. coli-B2 de correspondientes a ST131,
ST354 y ST405 de cuatro paises distintos (India, Francia, Portugal y Espafia). El plasmido C (85kb)
se identifico entre aislados de E. coli de los filogrupos B2 y D no relacionados clonalmente y
procedentes de Suiza, Canada y Francia. El plasmido B (120kb) solamente se encontrd en E. coli del

ST131, ampliamente diseminado en todos los paises estudiados.
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El andlisis de las secuencias de replicones permitio identificar cuatro tipos diferentes de repFII

designados como repFII(1), repFII(2), repFII(3) y repFI1I(4):

1) repFII(1), es el mas frecuente (identificado en 23 plasmidos) y su secuencia idéntica a la de los
plasmidos R100 y pCl15-1a (derivado de R100 contemporaneo), plasmidos multiresistentes
ampliamente diseminados en enterobacterias (numeros de acceso Genbank AP000342 y

AY458016, respectivamente)

i1) repFII(2), detectado en 6 plasmidos. Su secuencia mostré un 99-100% homologia con el
replicon del plasmido pRSB107, un plasmido de multiresistencia aislado en aguas residuales en

Alemania (niimero de acceso Genbank AJ851089), y un 87% de homologia con repFII(1)

iii) repFII(3), detectado en dos plasmidos. Su secuencia muestra una homologia de 98% con la
del plasmido pTUC100 (nimero de acceso GenBank AY091607), asociado a la produccion de
una microcina y cuyo replicon es similar al del plasmido R100, y un 93% de homologia con

repFII(1)

iv) repFII(4), observado en 7 plasmidos. Su secuencia muestra una homologia de 96% con la del
plasmido p1658/97, responsable por un brote epidémico de aislados de E. coli productores de
SHV-5 en Polonia (nimero de acceso GenBank AF550679), y un 96% homologia con
repFII(1)

El analisis de la region copA de estos plasmidos, implicada en la incompatibilidad de los mismos
(334), indico la agrupacion de estas secuencias en 3 grupos designados como “a”, “b” y “c”, que se
asociaron a los distintos subtipos de plasmidos: “a” y repFII(1), “b” y repFII(2) o repFll(4), y “c” y
repFlI(3), indicando una probable relacion entre los replicones de tipos repFII(2) y repF1I(4).

Todas las secuencias de repFIA y repFIB mostraron un grado de homologia del 99%-100% con

las del plasmido pRSB107 del grupo IncFII (ntimero de acceso Genbank AJ851089).

Los patrones de huella dactilar de plasmidos representativos de cada uno de los tipos de repFII
fueron comparados. El analisis bioinformatico de los perfiles obtenidos y de las secuencias de los
replicones repFII permitieron agrupar los plasmidos en tres grandes grupos (I-1I), presentando un

grado de similitud superior a 70%:

e Grupo I, comprende la mayor parte de los plasmidos, e inclye los tipos A (85kb) y B (120kb), y

la mayoria de los que presentan repFII(1), copA de tipo “a”, con un contenido de otros

replicones variable.

e Grupo II, en el cual se agrupan solamente los plasmidos de tipo C y sus derivados, que

contienen solamente repFII (de tipo variable) y copA de tipos “b” y “c”.
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e Grupo 111, donde se incluyen plasmidos que contienen el replicon repFII(2), copA4 de tipo “b”, y

presentan los replicones FIA y FIB (figura 17).

En resumen, el analisis del entorno genético de los genes codificantes de las enzimas del grupo
CTX-M-1 refleja una heterogeneidad de las regiones entre ISEcPI-bla y una asociacion de los
diferentes genes bla con distintos tipos de plasmidos en que estan localizados, sugiriendo diferentes
eventos de movilizacion y diseminacidn a partir de un gen. Aunque menos frecuente, la evolucion in
vivo de determinados genes bla parece contribuir también a la diversidad de éstas enzimas como
demuestra el caso de blactx.m.1 @ blacrxm.sz. Ademas, este estudio indica que la diseminacidon
pandémica de blactx.m.1s parece estar relacionada con la dispersion de clones particulares
ampliamente distribuidos que pertenecen a los grupos clonales ST131 y ST405 (grupos B2 y D,
respectivamente) y a su localizacion en plasmidos multiresistentes del grupo de incompatibilidad

IncFII.
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Figura 16. Perfiles de huella dactilar de
plasmidos productores de blacrx.y.i5 tras
digestion con Hpal. Patrones
representativos de plasmidos IncFII (85kb
y 120kb). Linea 1, marcador A-EcoT14/Bglll
digest molecular weight (Takara Bio Inc.,
Shiga, Japon); lineas 2 y 3, pC15-1a (85kb);
linea 4, pTUC100 (85kb); linea 5, pRSB107
(120kb); linea A7, pC15-1a (120kb).
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Figura 17. Analisis bioinformatico de perfiles de huella dactilar (Hpal) representativos de plasmidos IncFII que
contienen blacrx.y.1s- El andlisis se efectud utilizando la aplicacion informatica BioNumerics (version 4.0; Applied Maths,
Sint-Martens-Latem, Belgium), aplicando el coeficiente de Dice y el algoritmo UPGMA (optimizacion= 0.5%;
tolerancia=1.00%). Abreviaturas: Can=Canadd; Fra=Francia; Ind=India; Kuw=Kuwait; Por=Portugal; Sp=Espafia;
Swi=Suiza.
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3.3. Prediccion de la aparicion de nuevas variantes CTX-M con mayor

resistencia a ceftazidima

La evolucion de los enzimas de tipo CTX-M parece depender en gran parte de la localizacion de los genes
correspondientes en elementos genéticos moviles (este estudio). Sin embargo, la acelerada variabilidad
observada parece también estar influenciada por la continua exposicion de los microorganismos que los
albergan a una gran variedad de antibioticos p-lactamicos, dirigiendo la evolucion hacia fenotipos de
resistencia mas equilibrados y que incluyen una actividad frente a ceftazidima (166, 353). La influencia de
la exposicion a distintos antibioticos f-lactamicos, en particular a la ceftazidima, fue analizada en las [3-
lactamasas del grupo CTX-M-1, uno de los que mas se ha diversificado y en el cual se incluye un mayor

numero de variantes presuntamente asociadas a resistencia a este antibiotico (figura 18).

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 pagina 169)
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Figura 18. Reconstruccion filogenética de enzimas de tipo CTX-M. Este arbol 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 sefialan las enzimas de tipo CTX-M-1 asociados o presuntamente asociados
a resistencia a ceftazidima. La representacion ha sido obtenida aplicando los criterios de
maxima verosimilitud (Tamura-Nei +1+G) y 500 repeticiones.
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3.3.1. Evolucioén in vitro de E. coli GB20 conteniendo blactxm.1 Y blacrxm.z-

La evolucion in vitro de E. coli GB20 (cepa hipermutadora) con pBX3 (plasmido que contiene
blactx.m3) bajo seleccion con ceftazidima origind el mutante CTX-M-3.1, con el cambio de prolina
por serina en la posicion 167 (loop omega), correspondiente al cambio nucleotidico C***—-T en el gen
blactx.ms. La cepa de E. coli MI1443 (normomutadora) que contiene el gen mutado (blacrxm-3.1)
demostrd una mayor resistencia a ceftazidima (de 1 a 32 pug/ml), asociada a un gran descenso en la
resistencia a cefotaxima y cefepima (de 256 a 1 ug/ml y e 32 a 0.5 pg/ml, respectivamente). La

concentraciéon minima inhibitoria (CMI) a cefuroxima se redujo ligeramente de >256 a 128 pg/ml

(tabla 9). Un mutante natural que contiene el cambio en la misma posicion (P167T) ha sido
previamente descrito (CTX-M-42, nimero de acceso Genbank DQ061159).

El mismo tipo de cambio (P167S) fue también detectado cuando se partio de E. coli GB20
portando el plasmido pBX1 (que contiene el gen blacrx.m.1). Los mutantes resultantes fueron CTX-M-
1.1, que gener6 el mayor valor de CMI a ceftazidima de todos los mutantes obtenidos (256 pg/ml,
tabla 9) y CTX-M-1.2, con el cambio P167T (prolina por treonina) y que corresponde al mutante
natural CTX-M-58 (ntimero 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 mutacion D240G (80, 376). La
comparacion 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, permitio detectar valores de CMI muy similares,
incrementandose tan solo 2 veces la CMI a ceftazidima (2 pg/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 concentracion de ceftazidima
utilizada en la seleccion de los mutantes in vitro (4 veces la CMI a ceftazidima) (véase seccion
materiales y métodos, apartado 7.1.10.2).

La evolucion in vitro del gen blacrxa.s generd 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 (nimero 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 observd una restauracion del valor de CMI a
cefotaxima (de 1 a 4 pg/ml). Este efecto parece ser mediado por la presencia de la mutacion A77V,
que ha sido observada previamente en B-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 evolucion de este grupo de
enzimas CTX-M.
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3.3.2. Mutagénesis dirigida de blactx.m.3.

La mutacién A77V, correspondiente al cambio nucleotidico C***—T fue introducida en el gen
blactx.m; salvaje, originando el mutante CTX-M-3.3. En ausencia de la mutacion P167S (presente en
el mutante CTX-M-3.2), los valores de las CMI a cefotaxima y a cefepima disminuyeron de 256 a 128
ug/ml y de 32 a 1.5 ug/ml (tabla 10). Este cambio fue observado en la enzima CTX-M-57 (nimero de
acceso al Genbank DQ810789), asociado a la mutacion D240G. Esta variante (CTX-M-57) fue
construida in vitro (CTX-M-3.4) introduciendo el cambio A77V en CTX-M-15, y mostréd una
actividad frente a cefotaxima y a cefepima parcialmente restaurada (128 a >256pg/ml y de 1.5 a 4
ug/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 origin6 un incremento en el valor de CMI a
cefotaxima y cefepima (de 128 a >256 pg/ml y de 1 a 8ug/ml, respectivamente), mientras la
resistencia a ceftazidima se mantuvo (2 pg/ml). Este patron se ha observado también cuando se
asociaron las mutaciones P167S y N106S (CTX-M-3.6), generandose incrementos en los valores de
CMI a cefotaxima (de 1 a 3 ng/ml) y a cefepima (de 0.5 a 1.5 pg/ml), mientras que la resistencia a la
ceftazidima se mantuvo (tabla 10). Tal y como fue observado para la mutacion A77V, la presencia de
N106S en ausencia de D240G (CTX-M-3.5), provocé un descenso en la resistencia a cefotaxima (de
256 a 3 ug/ml) y cefepima (de 32 a 1.5 pug/ml) (tabla 10). Estos resultados indican que el fenotipo de
resistencia derivado de la presencia de A77V o de N106S depende de su asociacion 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 blacrx.m.3, se introdujo la mutacion D240G en el mutante CTX-M-3.1 (CTX-M-
3+P167S), obteniéndose CTX-M-3.8 (tabla 10). Este mutante mostré un valor de CMI a ceftazidima
mas bajo que el mutante CTX-M-3.1 (de 32 a 8 ug/ml), indicando un efecto antagénico entre ambos

cambios, cada uno capaz de aumentar la resistencia a ceftazidima en ausencia del otro.

3.3.3. Evolucion in vitro de E. coli GB20 conteniendo blacrx-m-10-

Dos tipos de mutantes derivados de CTX-M-10 con mayor resistencia a ceftazidima fueron
obtenidos en los experimentos de evolucion in vitro de E. coli GB20 que contiene blacrx.m.io0- El
mutante CTX-M-10.1, que posee el cambio P167S, demostrd un valor mas alto de CMI a ceftazidima
(de 1 a 32 pg/ml). Resulta interesante sefialar que a este aumento estuvo asociado una pérdida de la
actividad frente a cefotaxima (256 a 1 pg/ml), cefepima (32 a 1 pg/ml) y cefuroxima (>256 a 32
pg/ml). El otro tipo de mutante obtenido (CTX-M-10.2) contenia la mutacion D240G,
correspondiente al cambio A’ —G. El valor de CMI a ceftazidima se increment6 de 1 a 16 pg/ml.

Esta substitucion ha sido descrita en la naturaleza en la B-lactamasa CTX-M-53, una variante de
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CTX-M-10 (nimero de acceso al Genbank DQ268764). En el mutante CTX-M-10.2 inicamente se ha

observado una disminucion en el valor de CMI a cefepima (32 a 4 ng/ml) (tabla 9).

3.3.4. Mutagénesis dirigida de blacrx.10-

La presencia de las mutaciones A77V a P167S, mutante CTX-M-10.4, contribuyé a la
restauracion de la actividad frente a cefotaxima (de 1 a 4 ug/ml) tal y como ha sido observado con
blacrx.mo3 (tabla 10). Por otro lado, el valor de CMI a cefepima se incremento6 de 4 a 32 pug/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) origin6é un aumento de los valores de CMI a todos los
antibidticos, particularmente a ceftazidima y cefepima (de 1 a 8 y de 32 a 128 pg/ml,
respectivamente).

En este contexto, la asociacion 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 pug/ml), pero no afecté significativamente a la
sensibilidad a cefotaxima o cefepima. De forma analoga a lo observado en CTX-M-3, la presencia de
la mutacion N106S en CTX-M-10 (CTX-M-10.6) se tradujo en una reduccion de la actividad frente a
cefotaxima (de 256 a 2 pg/ml) y cefepima (de 32 a 1 pg/ml). Sin embargo, se observd una
disminucion de los valores de CMI a cefotaxima y ceftazidima (de >256 a 64 ng/ml, y de 16 a 2
ug/ml, respectivamente) cuando esta mutacion se asoci6 al cambio D240G (CTX-M-10.8) (tabla 10).

El efecto de la presencia simultanea de las mutaciones que afectan la susceptibilidad a
ceftazidima, P167S y D240G (CTX-M-10.9), fue explorado, observandose que ambos cambios son
fenotipicamente antagonicos, como reflejam la disminucion de la CMI a los antibidticos cefotaxima

(de >256 a 4 pg/ml), ceftazidima (de 16 a 4 pg/ml) y cefepima (de 4 a <0.25 pg/ml) (tabla 10).

En resumen, la estrategia utilizada para la prediccion de nuevas variantes CTX-M parece
reproducir los sucesivos eventos de seleccion natural, habiéndose obtenido enzimas previamente
descritas como CTX-M-52 (derivada de blacrx.m3, numero de acceso al Genbank AF488377). Se
identificé un fendomeno de antagonismo pleiotropico caracterizado por un aumento de la actividad
hidrolitica frente a ceftazidima y una pérdida de resistencia a los demas antibidticos B-lactamicos.
Este trabajo confirmo 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/6 en el re-
equilibrio del fenotipo de resistencia a otros antibidticos B-lactamicos y demostrd por primera vez la
implicacion de otros cambios (A77V y N106S) en la evolucion de miembros de este grupo. Ademas,
la incompatibilidad observada entre las mutaciones P167S y D240G sugiere la existencia de dos rutas

evolutivas diferentes que dirigen la evolucion hacia fenotipos de resistencia mas eficientes.
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DISCUSION

“La verdadera filosofia es reaprender a ver el mundo.”

Merleau-Ponty

“Las ideas no duran mucho. Hay que hacer algo con ellas.”

Ramon y Cajal.
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4.1. Genética de poblaciones microbianas y cambio epidemiologico de las
BLEE

La genética de poblaciones estudia la variacion y la evolucion genética de las poblaciones
bajo la influencia de fuerzas evolutivas. Utilizamos aqui este término para expresar que la
variacion en frecuencia y en secuencia de los genes productores de BLEE esta dependiendo de
la seleccion natural de clones, de la dinamica de aparicion de variantes, y del flujo genético
horizontal. Los resultados de este estudio revelan una gran variacion 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 distribucién temporal refleja: 1) un cambio
epidemiologico caracterizado por el aumento de aislados de origen extrahospitalario, ii) la
asociacion a infecciones del tracto urinario y iii) la seleccion de distintas variantes BLEE. Este
aumento simultaneo de la prevalencia y de la diversidad de BLEEs, ha sido observado en otros
estudios epidemioldgicos recientes en Europa, Asia y América, constatando la globalidad de
este cambio (54, 68, 73, 187, 268, 477). Aunque algunos tipos especificos 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 areas geograficas
especificas; asi, TEM-4 es identificada solamente en Espafa y Francia desde 1995, CTX-M-2
solo es prevalente en Suramérica y Japon 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 relacion clasica de enzimas de tipo TEM o SHV con las especies K. pneumoniae y
Enterobacter spp. causantes de infecciones de origen nosocomial se asocid durante los afios
1990 a factores de riesgo como el uso de cefalosporinas de tercera generacion, insercion de
dispositivos médicos invasivos y/o largos periodos de hospitalizacion (71, 404, 405). Esta
imagen contrasta con la situacion actual caracterizada por una mayor frecuencia de enzimas de
tipo CTX-M en cepas de E. coli ampliamente diseminadas en el dmbito comunitario, y
frecuentemente causantes de infecciones urinarias (74, 194, 315, 368, 501). En este escenario
los factores mas relevantes de riesgo se relacionan con el uso de fluoroquinolonas u otros
grupos de antibidticos en enfermos ambulantes cronicos o en residencias de la tercera edad (9,
337). Es posible que el aumento de BLEEs en la comunidad esté también influenciado por la
seleccion antibidtica ejercida en animales (41, 76, 255, 291, 393). Sin embargo, la dispersion de
los tipos de BLEE de mas reciente aparicion (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

caracter endémico o epidémico (74, 472).
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Los estudios realizados en esta tesis demuestran que el nuevo marco epidemiologico de los
microorganismos productores de BLEEs, desbordando el compartimento hospitalario para
introducirse en la microbiota intestinal normal, y por tanto en la infeccion de la comunidad, se
ha debido a una seleccion y expansion reciente de distintos clones y elementos genéticos de

transmision horizontal.

4.2. Caracterizacion de las unidades de captura génica y dispersion clonal

La diseminacion de variantes especificas de BLEE parece haber sido facilitada por la
dispersion de clones de distintas especies, como ilustran los ejemplos de TEM-24 (amplificada
por la diseminacion en distintos paises de un unico 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 incluidas en esta Tesis).

Algunas poblaciones de E. coli se encuentran frecuentemente asociadas con hospedadores
o habitats especificos (83, 123, 192, 433, 479, este trabajo). La expansion de estas poblaciones
en la naturaleza arrastra el conjunto de su contenido genético y de esta forma, la epidemiologia
de la resistencia (incluyendo BLEE) es altamente dependiente del éxito adaptativo de
determinados clones. Asi, encontramos expansiones significativas de poblaciones clonales en F.
coli de los grupos filogenéticos B2 (ST131, ST29), D (ST69) o A (ST10), en contraste con la
estructura aparentemente panmitica de la poblacion del grupo filogenético B1 (www.mlst.net,
este estudio, 37, 94, 209, 467). La seleccion y expansion 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, CCS,
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 seleccion clonal parecen estar
influenciados por la adquisicion de elementos genéticos de resistencia y/o virulencia (287, 401,
467).

A pesar de la seleccion clonal observada en algunos casos, el andlisis de la poblacion de
aislados de origen humano de E. coli productores de BLEE de este estudio refleja una
estabilidad de la frecuencia relativa de los distintos grupos filogenéticos denominada
composicion genética optima (CGO) por Whittam y col/ y que ha sido documentada en
poblaciones de E. coli sensibles y resistentes a antibidticos B-lactamicos de origen animal (436,
479) y humano (138, 397). La preservacion de la CGO sugiere fuertemente que existe una
elevada robustez (término acufiado en la biologia de sistemas, que indica inercia ante la
modificacion externa) de los ecotipos de E.coli, probablemente relacionados con la adaptacion a

microhabitats especificos. Para mantener la CGO, la tinica solucién evolutiva seria la amplia
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distribucién de los elementos genéticos implicados en la diseminacion de genes bla de distintos
tipos en poblaciones de E. coli de multiples origenes. La diseminacion plasmidica de caracter
adaptativo (confiriendo resistencia) serviria por tanto para la estabilizacion del sistema
microbiano, cuyo equilibrio hubiese podido ser alterado como consecuencia de la presion
selectiva ejercida por el uso de antibidticos dando lugar a una mayor representacion 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 geografica, dificultando la
interpretacion 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
sobrerrepresentacion de algunos grupos filogenéticos cuando consideramos tipos de enzimas
especificas, que se corresponde con el origen de los aislados y los elementos genéticos que éstos
contienen. Asi, vemos que las variantes de BLEE asociadas a aislados de origen 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 Bl. Sin embargo, las BLEEs que se identifican en
pacientes hospitalizados como TEM-24, SHV-2, o CTX-M-15 estan 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 especificos con la presencia de determinados genes bla o factores de
virulencia (53, 211, 220, 366). Sin duda, la asociacion de determinadas BLEE “clasicas” de tipo
TEM o SHV con algunos ecotipos y de BLEE del tipo CTX-M a otros podria justificar la
observacion, a primera vista sorprendente, de la no-substitucion de las antiguas por las nuevas
BLEEs, que se comentaba con anterioridad.

La localizacion de genes bla de poblaciones heterogéneas de enterobacterias en plasmidos
transferibles refleja el impacto de los procesos de transferencia horizontal en la diseminacion
de BLEE. Los genes blag, gr analizados en esta tesis, asi como los descritos en otros estudios
recientes, han sido identificados mayoritariamente en plasmidos conjugativos pertenecientes a
los grupos de incompatibilidad ya presentes en enterobacterias de la coleccion Murray (1917-
1954) y/o en aislados de las décadas de los 50 y 60s, poco después de la introduccion de los
antibioticos (79, 99, 114, 202, 216, 324, 391). Esta observacion sugiere que dichos plasmidos
podrian haber co-evolucionado con sus huéspedes, asegurando la transmision de informacion
genética adaptativa en el sistema microbiano, con minimas alteraciones del mismo frente a la

perturbacion (transferencia genética horizontal equilibradora).

Los analisis incluidos en esta tesis ilustran la asociacion de algunos genes bla a plasmidos

de determinados grupos de incompatibilidad como blatgmos @ pldsmidos IncA/C, de 180kb,
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blactxmsz a un plasmido IncN de 30kb, blacrxm.o a plasmidos IncHI2, o blacrxm.1s a plasmidos
IncFII. Dicha asociacion parece reflejar el origen de los aislados y/o la relacion con
determinados hospedadores ya que los plasmidos de espectro restringido Incll se encuentran
preferentemente en aislados de E. coli de los filogrupos A y B1 causantes de infecciones de
origen comunitario (como los productores de CTX-M-14, SHV-12 o TEM-52 no incluidos en
esta tesis), mientras que los pldsmidos de tipo IncFII se identificaron en aislados clinicos de E.
coli del filogrupo B2 productores de CTX-M-15. Por el contrario, los plasmidos asignados
tradicionalmente de amplio espectro IncA/C o IncN fueron identificados en multiples
hospedadores (Enterobacteriaceae y no Enterobacteriaceae) y tanto en los compartimentos
intra como extrahospitalario. Son muy escasos los estudios de ecologia de plasmidos y
limitados a muestras pequefias y heterogéneas (79, 424). A pesar de la falta de datos disponibles
acerca de la distribucion de plasmidos en poblaciones de E. coli, algunos trabajos apuntan a una
mayor prevalencia de plasmidos de la familia repFIIA (IncFIl, Incl1, IncK, IncL/M) en aislados
comensales y patdgenos de humanos y aves y que podria haber dirigido la seleccion de algunos

clones dentro de estas poblaciones (79, 216).

Como hemos sefialado anteriormente, debe producirse un compromiso entre la estabilidad
(probablemente de origen coevolutivo) de algunos tipos de plasmidos en determinados ecotipos
bacterianos, y su funcion equilibradora del sistema multiple de ecotipos, que requiere la
transferencia y la diseminacion a distintos huéspedes. De hecho, también observamos una gran
heterogeneidad en la estructura genética de plasmidos pertenecientes a determinados grupos de
incompatibilidad (IncFIL, IncHI2, Incll), reflejando una diversificacion plasmidica debida a
distintos procesos de recombinacion favorecidos por la presencia de secuencias de insercion,
transposones, integrones y otros “hot-spots” en algunos plasmidos conjugativos, y que podrian
explicar las diferencias de tamafio, contenido de replicones, fenotipo de resistencia o
transferibilidad observadas, pero también de sus diferencias en promiscuidad entre ecotipos

(334, 335, 425).

El analisis del entorno genético de algunos genes blag; gg (blatem.24, blactxmo Y blactxm.
15) nos ha permitido comprobar su asociacion con integrones de clase 1, y también con
transposones particulares (Tn/, Tn5393, Tn21), algunos de ellos presentes ya en los primeros
plasmidos de resistencia descritos en la década de los 50s y globalmente diseminados en
bacterias clinicas y medioambientales (113, 391). Una vez mas, esto sugiere la pre-existencia en
las poblaciones bacterianas de redes de intercambio genético con potenciales posibilidades
adaptativas (quizd con funcién homeostatica para el sistema microbiano). Simplemente, los
genes de resistencia han parasitado estas redes de comunicacion interbacteriana que ya existian
con mucha anterioridad a la aparicion de los antibidticos manufacturados por el hombre. De

hecho, estas redes habian sido previamente parasitadas por mecanismos de proteccidén contra
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agentes selectivos pre-antibidticos. El analisis de los integrones y de los transposones que
contienen determinantes de resistencia a mercurio, sugiere que son estas mismas estructuras las
que podrian haber adquirido con posterioridad determinantes de resistencia a antibidticos. De
hecho los genes de resistencia a mercurio que se encuentran en la actualidad en la vecindad
genética de los genes de resistencia a antibioticos poseen, como se ha visto en este trabajo, una
alta homologia de estas secuencias con las de elementos analogos identificados hace décadas
(identidad 99-100%). Estos determinantes se encuentran en plasmidos de distintos grupos de
incompatibilidad, como en IncFII representado por R100 (1959), pC15-1a (1999) y pRSB107
(2005); en los plasmidos del grupo IncHI1 representado por pHCMI1 (2001) e IncHI2
representado por R478 (2004); los del grupo IncP (pB10) o IncA/C, (pCC416) (numeros de
acceso Genbank AP000342, 50, 89, 164, 342, 415, 449). Esta amplia distribucion debe
relacionarse probablemente con la capacidad de diseminacion de transposones idénticos o muy
relacionados con Tn2/, que integran dichos operones que confieren resistencia a mercurio, y

que también han sido parasitados mas recientemente por determinantes de resistencia.

La diversificacion plasmidica causada por fendmenos de recombinacion homologa puede
ocurrir también entre diversos plasmidos del mismo o de distinto grupo de incompatibilidad,
dando lugar a la formacion de elementos mosaico o cointegrados (esta tesis, 51, 147, 213, 214,
242, 415, 425, 509). La observacion frecuente de plasmidos que contienen simultineamente
replicones de elementos del mismo grupo de incompatibilidad han sido explicadas por Osborn y
col que demostraron la relacion entre variaciones en las secuencias cop y alteraciones de la
compatibilidad, favoreciendo la formacion de plasmidos con multiples replicones o incluso
pudiendo dirigir la evolucion hacia nuevos grupos de incompatibilidad (223, 334). La seleccion
de estos plasmidos de incompatibilidad hibrida podria deberse a la presion de mantenimiento en
poblaciones bacterianas multiclonales. Por ejemplo, se han identificado plasmidos con
replicones de los grupos Incll e IncFIl, Incll e IncN o IncHI2 e IncFI, fenémeno que ha sido
documentado en aislados clinicos (este estudio, 147, 470). Los plasmidos secuenciados de este
tipo revelan el papel determinante de las secuencias de insercion en la generaciéon de estos

elementos (147).

Si la presion de seleccion se mantiene relativamente constante en una poblacion
bacteriana, y si la resistencia en dicha poblacion (o microbiota) esta ya suficientemente
diseminada, podria producirse una seleccion de variantes resistentes que disminuyesen el coste
bioldgico del mantenimiento de plasmidos, a través de un proceso de seleccion periodica. Una
de las posibles soluciones es la captura de genes, integrones, transposones, ¢ incluso plasmidos
en el cromosoma bacteriano. Algunos autores han descrito un coste bajo o nulo asociado a la
presencia de elementos genéticos como Tn/, o Tn3 o Tn/0 (136, 250, 297). En esta tesis se

presenta evidencia de captura cromosomica de genes blagsp, que implicaria integraciones
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mediadas por ISEcPI, transposones, o plasmidos. Este evento habia 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 localizacion de genes, integrones o transposones en el cromosoma podria,
incrementar la estabilidad de los mismos y también contribuir a la generacion de variacion

genética en una poblacion bacteriana (349, 429, 443).

El origen evolutivo de algunos grupos de BLEE ha sido identificado en B-lactamasas
cromosomicas de diferentes especies (Kluyvera spp. para CTX-M y K .pneumoniae para SHV),
cuya captura y movilizacion a plasmidos parece haber ocurrido por efecto de secuencias de
insercion (ISEcPI, ISCRI) o secuencias de fagos (74, 146, 329). La frecuente asociacion de
ISEcPI a distintos grupos de enzimas de tipo CTX-M sugiere una evolucion a partir de un
origen comun. Sin embargo, la heterogeneidad existente entre las regiones entre ISEcPI y los
distintos genes blacrxv analizados, y su asociacion posterior a diferentes tipos de plataformas
plasmidicas, indican una evolucion divergente tras los primeros eventos de captura plasmidica

de genes cromosomicos de Kluyvera spp. (esta tesis, 132, 302).

La transferencia plasmidica por conjugacion tiene un fuerte impacto en la diseminacion de
la resistencia tanto en bacterias Gram negativas como en bacterias Gram positivas (31, 174,
264), habiéndose demostrado que los mismos plasmidos de resistencia pueden transmitirse
entre bacterias del mismo o de distintos géneros, distribuidas entre muy diferentes nichos
(clinico, animal, ambiente) (128, 235, 255, 331). Distintos trabajos han sugerido que la
persistencia de algunos plasmidos en una poblacion bacteriana, se encuentra influenciada por un
equilibrio entre células portadoras y no portadores de plasmidos, favorecido por la conjugacion
(34, 124, 257) y por asociaciones especificas entre pldsmido-hospedador que, incluso en
ausencia de presion antibidtica, pueden constituir complejos estables con reducido coste
biologico (111, 116, 125, 244). Reiteramos aqui el compromiso entre la estabilidad de algunos
tipos de plasmidos en determinados hospedadores (ecotipos) y su funcién 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 especificos, toxina-antitoxina (TA) o
restriccion-modificacion (RM) no ha sido analizada en los plasmidos estudiados en esta tesis,
pero su amplia distribucion en plasmidos de bacterias Gram negativas (188, 233), y su presencia
en los diferentes plasmidos de enterobacterias secuenciados, algunos de ellos portadores de
genes bla, permite inferir su contribucion a la estabilizacion plasmidica (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 interaccion genética
plasmido-hospedador (93, 157, 188, 494). La distribucion de los sistemas de mantenimiento es

variable en funcién de los tipos de pldsmidos, encontrandose frecuentemente los sistemas TA
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hok-sok, kis-kid o pemI-pemK en plasmidos de tipo IncFIl, parDE asociados a plasmidos de tipo
IncP1l-a, o el sistema RM mediado por la proteina ardA principalmente en plasmidos
pertenecientes al complejo Incll o a los de tipo IncN (104, 108, 176, 218, 455, 509), sugiriendo
que los distintos mecanismos de mantenimiento plasmidico han sido adquiridos y seleccionados
durante la co-evolucién con la célula hospedadora; de hecho, muchos de estos sistemas son
homologos a los descritos en los cromosomas bacterianos, donde podrian haberse originado

(188, 494).

4.3. Diversificacion de los genes blag;

La exposicion continuada a una gran diversidad de antibioticos B-lactamicos parece haber
dirigido la diversificacion de BLEE de los distintos grupos hacia enzimas con mayor eficiencia
hidrolitica o con espectro de actividad aumentado (166, 353). En algunos casos se han
documentado casos de evolucion de genes bla hacia variantes mas resistentes a antibioticos -
lactamicos, como blacrxm.1 Y blacrxm.z» descrita en esta tesis 0 blacrxms Y blacrxm.is (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 pleiotropico observado con la presencia del cambio P167S, reflejado en una
reduccion en la actividad frente a otros antibidticos P-lactamicos simultdnea 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 podria justificar la mayor
frecuencia de esta mutacion y la diseminacion de variantes BLEE que la contienen como CTX-
M-15 y CTX-M-32. Ademas, la seleccion de aislados con este tipo de mutantes CTX-M, que
también presentan mayor actividad hidrolitica frente a cefuroxima, podria estar relacionada con
el uso de este antibidtico 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
vias independientes para adquirir un fenotipo de resistencia a este antibiotico 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 simultanea de estos dos cambios en otras familias (manuscrito en

preparacion).

Las mutaciones secundarias identificadas en este estudio, A77V y N106S, parecen tener
un papel importante en la adquisicion de un fenotipo de resistencia mas equilibrado frente a

distintos antibioticos B-lactamicos, especialmente cuando se encuentran asociadas a P167S o
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D240G, respectivamente. Aunque no es evidente una relacion entre el residuo 106 y cambios
favorables en la estructura tridimensional de la proteina, la mutacion en la posicion 77 parece
estar relacionada con una alteracion del /oop omega por proximidad a la posicion 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 seleccion positiva podria haber sido mediada por exposicion 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 podrian
diversificarse hacia la resistencia a ceftazidima tanto o mas que los que contienen CTX-M-3,
dada la versatilidad de cambios que puede conferir resistencia a este antibiotico. Sin embargo,
esta prediccion no se ha confirmado en la Naturaleza, dado que las enzimas derivadas de CTX-
M-3 son las que mas 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 introduccion 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 pg/ml), aunque no es infrecuente que
las cepas clinicas con dichas mutaciones sean mas resistentes, probablemente por tratarse de
clones que incorporan otros mecanismos de resistencia como permeabilidad disminuida al
antibiotico o debido a un aumento de expresion favorecido por la presencia de ISs. Sin
embargo, a pesar de su escasa potencia para ser seleccionadas a través de la presion de
seleccion por ceftazidima, lavariantes blacrx.m.is 0 blacrxm.sz podrian 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 evolucion de la resistencia

antibiotica (279).

Ademas de la diversificacion de genes bla por mutacion en sus secuencias, es interesante
destacar la diversificacion de contextos genéticos asociados a un mismo gen blag gg. Se han
detectado diferencias locales en la asociacion de ciertas BLEE a entornos genéticos (CTX-M-10
asociada a secuencias de fagos en Espafia o0 a ISEcPI en Francia, o CTX-M-32 asociada a IS5 e
IS/en distintas regiones de Espafia, y/o plasmidos especificos, como CTX-M-3 en un plasmido
IncL/M en aislados clinicos de Polonia, Francia o Bulgaria o de tipo IncHI2 en K. preumoniae
en Taiwan (107, 139, 156, 167, 239, 320, 329). Las diferentes asociaciones encontradas entre
distintas BLEE a plasmidos de distintos grupos de incompatibilidad indican fendmenos de
adquisicion independientes, debidos a la disponibilidad de determinados tipos de plasmidos en
nichos ecoldgicos especificos. Resaltamos aqui la importancia de la ecologia local en la

evolucion de la resistencia (local biology).

En resumen, el rapido y espectacular aumento de enterobacterias productoras de BLEE

que se ha producido en la ultima década en todo el mundo es debido a la diseminacion 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 introduccion de los antibidticos en los afios
50 y 60. EI cambio observado en los factores de riesgo asociados a la transmision de BLEE
implica que deben establecerse nueva estrategias de uso de antibioticos y medidas de vigilancia
y control, para limitar los factores que pueden haber acelerado la diseminacion de estas
poblaciones resistentes. La asociacion de los genes blag g a plataformas genéticas modulares
favorece los procesos de diversificacion y transferencia horizontal, y también de coadaptacion
entre huésped y estructuras y vehiculos genéticos, garantizando la persistencia y distribucion
equilibrada de genes de resistencia en las poblaciones microbianas complejas y en la microbiota
de hombre y animales. La presion de seleccion del uso de antibidticos puede también haber
contribuido a la seleccion del uso determinadas poblaciones o clones. El resultado de la actual
diseminacion y evolucion de los genes bla parece responder a una combinacion de la variacion
o deriva génica, generando variantes con mayor capacidad adaptativa, de la contribucion de los
elementos de transmision horizontal en la dispersion de esas variantes entre las poblaciones

bacterianas, y de la seleccion de clones con alta capacidad de transmision o mantenimiento.
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Las conclusiones obtenidas del trabajo realizado en esta tesis son:

e Los estudios realizados en esta tesis demuestran que el hecho de que nos encontremos
ante un nuevo marco epidemiologico de los microorganismos productores de BLEEs,
desbordando el compartimento hospitalario para introducirse en la microbiota intestinal
normal, y por tanto en la infeccion de la comunidad, se ha debido a una seleccion y
expansion reciente de distintos clones y elementos genéticos de transmision horizontal

(plasmidos, transposones e integrones).

o El anadlisis poblacional de aislados de origen humano de E. coli productores de BLEE
estudiados refleja una composicion genética optima (estabilidad de la frecuencia
relativa de los distintos grupos filogenéticos) con una sobre-representacion local de
algunos grupos filogenéticos relacionada con la estructura epidémica de los aislados, su
adaptacion a habitats particulares, y los tipos de enzimas especificas que contienen. La
amplia distribucion de cada uno de los elementos genéticos portadores de genes bla
identificados en poblaciones de FE. coli de multiples origenes contribuiria al

mantenimiento de su composicion genética optima.

e La localizacion de los genes bla en plasmidos conjugativos pertenecientes a los grupos
de incompatibilidad ya presentes en enterobacterias aisladas antes y poco después de la
introduccion de los antibidticos (1917-1954) y la asociacion de algunos grupos de
plasmidos con determinados ecotipos sugiere una co-evolucion de estos plasmidos con
sus huéspedes. La presencia de ISs, transposones, integrones y otras secuencias
favorece la evolucion intra e inter-plasmidica reflejada en la diversificacion observada
(variabilidad de tamafio, transferibilidad o fenotipo, formacion de plasmidos mosaico o
de plasmidos con multiples replicones), que probablemente se ajusta, al menos

parcialmente a la diversidad de las poblaciones bacterianas.

o La asociacion de los genes bla a integrones o transposones localizados en islas
genéticas modulares de los plasmidos conjugativos de enterobacterias indica la
influencia de estos elementos en la actual diseminacion de los genes de resistencia a
antibioticos. El alto grado de identidad de las secuencias identificadas con las que
pueden encontrarse en estructuras genéticas antiguas refleja la evolucion o seleccion
reciente de estas plataformas genéticas en pldasmidos de distintos grupos de

incompatibilidad.
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La heterogeneidad de las regiones intergénicas comprendidas entre ISEcPI y los
distintos genes blacrx.m ¥ la asociacion de esas unidades translocativas a distintos tipos
de plasmidos conjugativos (unidades de dispersion) indica una evolucion divergente de
los genes blacrx.y probablemente causada por eventos de movilizacion y de

diseminacion independientes.

La diversificacion de los genes bla hacia la generacion de variantes con espectro de
actividad aumentado frente a antibidticos PB-lactdmicos parece también deberse a
fendomenos 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 antibioticos f-lactamicos.

El antagonismo pleiotrépico causado por la mutacion P167S (confiere un aumento de
resistencia a ceftazidima y la pérdida simultanea de actividad frente a otros antibidticos)
y el fenotipo de resistencia mas equilibrado observado en los mutantes CTX-M que
presentan el cambio D240G, sugiere la existencia de dos rutas evolutivas posibles en la

aparicion de variantes CTX-M resistentes a ceftazidima.

Los estudios de genética multidimensional de poblaciones, que considera poblaciones
bacterianas, plasmidicas, de transposones, de integrones, y de genes, facilitan una vision
integrada de los mecanismos evolutivos que permiten la biologia adaptativa de los

microorganismos.
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7.1. MATERIALES Y METODOS

7.1.1. Microorganismos

Los microorganismos analizados en esta tesis incluyen aislados clinicos y fecales de
Enterobacteriaceae productores (n=368) y no productores de P-lactamasas de espectro
extendido (BLEE) (n=81) identificados entre 1988 y 2004. Se incluydé un unico aislado
representativo de cada fenotipo de resistencia para evitar sobre-representacion de cepas
determinadas debida a la presencia de multiples aislados de un mismo paciente.

Los microorganismos estudiados fueron divididos en tres grupos atendiendo a la

produccion de BLEE vy el origen de los aislados.

7.1.1.1. Aislados productores de BLEFE del Hospital Universitario Ramon y Cajal

Este grupo incluye 310 aislados de Enterobacteriaceae productores de BLEE procedentes
de muestras clinicas aisladas en el Servicio de Microbiologia del Hospital Universitario Ramon
y Cajal desde su primera identificacion 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 ultimos distribuidos en unidades médicas (n=126, 41.3%),
unidades quirtrgicas (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 origenes (n=14, 4.5%). El analisis de todos los aislados
productores de BLEE durante un periodo de tiempo determinado desde su deteccion inicial

permitio analizar la evolucion de los genes que codifican BLEE en nuestra institucion.

7.1.1.2. Aislados productores de BLEFE representativos de otros paises

Este grupo incluye los aislados internacionales analizados en los estudios epidemioldgicos

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 paises 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 quirtargicas (14%) y

son responsables de brotes epidémicos en los distintos paises (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), Canada (n=4), Portugal (n=4), y 6
plasmidos que contienen blacrx.m.is de India, identificados entre 2001 y 2005. Estos
aislados son representativos de estas areas geograficas, bien por haber causado brotes

epidémicos, bien por haber sido los primeros que se describen en estos paises (219, 238,
239, 240, 268, 366).

¢) CTX-M-3. Se incluyo en el estudio un aislado productor de CTX-M-3 de Polonia, donde
esta P-lactamasa se encuentra ampliamente distribuida en aislados clinicos de
enterobacterias de ese pais y cuya diseminacion ha sido recientemente asociada a un

plasmido conjugativo de tipo IncL/M (19, 134)

7.1.1.3. Aislados no-productores de BLEE de origen clinico y comunitario

Como grupo control, se analizé una coleccion de aislados de E. coli no-productores de
BLEE (n-BLEE) de origen clinico (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 quirurgicas (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 antibidticos 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, Espaiia), que consiste en un medio nutritivo no selectivo y no diferencial fue el
empleado rutinariamente para el crecimiento bacteriano tanto en medio s6lido como en medio
liquido. El medio sélido 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 clinicas y muestras fecales de individuos sanos. La
adiccion de cefotaxima o ceftazidima a la concentracion de 1 ug/ml permitid 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 (Ca*") y magnesio (Mg™), fue
utilizado para la realizacion de pruebas de sensibilidad a antibidticos por diferentes métodos

siguiendo las normas de Clinical and Laboratory Standard Institute (CLSI) (86).
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Todos los indculos realizados en estos medios de cultivo fueron incubados en aerobiosis en

estufa o bano a 37°C, durante 8-24 horas.

7.1.3. Identificacion de las especies bacterianas

La identificacion bacteriana fue realizada utilizando los sistemas automaticos comerciales
PASCO (Difco, Detroit, MI) y WIDER (Fco. Soria Melguizo, Madrid, Espana), y paneles para

microorganismos Gram negativos (MIC/ID, Fco. Soria Melguizo, Madrid, Espaiia).

7.1.4. Estudios de sensibilidad a agentes antimicrobianos

Las pruebas de sensibilidad o antibiograma definen la actividad in vitro de un antibidtico
frente a un microorganismo determinado e indican la concentracién necesaria para inhibir el
crecimiento de una bacteria o poblacion bacteriana. La determinacion de sensibilidad a
diferentes agentes antimicrobianos de la coleccion de microorganismos estudiada se realizo por
métodos de difusion en agar (disco-placa), métodos de dilucion (microdilucion en caldo) o por

Epsilon-test (E-test). Las placas inoculadas se incubaron a 37°C durante 16-20h.

7.1.4.1. Agentes antimicrobianos

Se determind la sensibilidad de aquellos antibidticos con actividad frente a
microorganismos de la familia Enterobacteriaceae que permiten inferir la produccion de BLEE
(cefalosporinas de tercera generacion), que son frecuentemente usados en la practica clinica
(quinolonas, aminoglucosidos, ciprofloxacino) o aquellos cuya resistencia estd asociada a la
presencia de integrones o transposones muy diseminados a pesar de su uso infrecuente en la
practica clinica (estreptomicina, cloranfenicol, sulfamida, trimetoprim, y tetraciclina).

La sensibilidad a distintos antibidticos p-lactamicos fue evaluada utilizando los siguientes
rangos de concentracion: cefotaxima (0.125-256pug/ml), ceftazidima (0.06-128ug/ml),
aztreonam (0.06-128ug/ml), cefuroxima (0.125-256pg/ml), cefepima (0.06-128pg/ml) y
amoxicilina-acido clavulanico (0.03/0.015-64-32 ug/ml). Para las pruebas de sinergia entre
distintos agentes B-lactamicos (ver apartado 7.1.7.1), se utilizaron discos de cefotaxima (30ug),
ceftazidima (30ug), y una combinacion de amoxicilina y acido clavulanico en propocion 2:1 (20
ng/10 pg).

La sensibilidad a antibioticos no-p-lactamicos fue determinada por la técnica de Kirby-
Bauer siendo la concentracion de los discos para cada uno de los antibidticos la siguiente: acido
nalidixico (30ng), amikacina (30pg), apramicina (15png), ciprofloxacino (5ug), cloranfenicol
(30pg), espectinomicina (10ug), estreptomicina (10pg), gentamicina (10pg), kanamicina
(30pg), neomicina (30png), netilmicina (30pg), nitrofurantoina (300 pg), sulfamida (300pg),
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tetraciclina (35ng), tobramicina (10pg) y trimetroprim (Spug) (Oxoid Lda., Basingstoke,
Hampshire, RU).

7.1.4.2. Técnicas utilizadas

La sensibilidad a agentes antimicrobianos se determind preliminarmente utilizando los

sistemas semiautomaticos comerciales de microdilucion PASCO (Difco, Detroit, MI) y WIDER

(Fco. Soria Melguizo, Madrid, Espafia). Los resultados obtenidos con estos sistemas fueron

confirmados por los métodos estandar de analisis de sensibilidad a antibioticos de microdilucion

en caldo y difusion en disco-placa siguiendo las recomendaciones del (CLSI) o por tiras de E-

test (AB BIODISK, Solna, Suecia). Las cepas control utilizadas para validacion del método y

que presentan valores de concentracion minima inhibitoria (CMI) conocidos fueron E. coli
ATCC25922 (sensible) para ceftazidima (0.06-0.5ug/ml), cefotaxima (0.03-0.12ug/ml),
cefepima (0.015-0.12ug/ml) y cefuroxima (2-8ug/ml), y E. coli ATCC35218 (posee una [-

lactamasa) para amoxicilina/acido clavulanico (16/8-4/2pg/ml).

a)

Microdilucion en caldo. Es uno de los métodos de referencia para la determinacion

cuantitativa de la CMI a un determinado antibidtico y consiste en la determinacion visual
del crecimiento del microorganismo en presencia de concentraciones crecientes de
antibiotico (85). El inoculo se prepard a partir de suspensiones 0.5 en la escala de
McFarland (equivalente a 1.5 x 10° UFC/ml) que fue diluido 1:100 en caldo de Muller-
Hinton para alcanzar una concentracion final de 5x10° UFC/ml 6 5 x 10* UFC/pocillo.
El inoculo ya diluido fue utilizado en los 15 minutos posteriores a su preparacion. Se
emplearon placas de 96 pocillos (12x8) que permiten evaluar 12 concentraciones de 6
antibidticos dejando las dos filas finales como controles de crecimiento positivo (sin
antibidtico) y negativo (sin indculo). El volumen final de cada pocillo fue de 100 pl
correspondiente a caldo con antimicrobiano (50 ul) y caldo con cultivo bacteriano (50
pl). Las placas se prepararon utilizando una pipeta multicanal y afiadiendo 100pul de la
solucion de agente antimicrobiano mas concentrada en la columna 1 y un volumen de
50ul de caldo sin antibidtico en los pocillos de las columnas 2 a 12. Posteriormente, se
realizaron diluciones seriadas de 50 ul de las columnas 1 a 12 empleando una pipeta
multicanal. Los pocillos de la fila 7 corresponden a controles de crecimiento positivo
(sin antibidtico). Finalmente se afiadio 50 pl de cultivo a todos los pocillos con
excepcion de la fila 8, que funcioné como control de crecimiento negativo. Las placas se
incubaron en torres no superiores a 4-5 placas para evitar diferencias de temperatura en

la incubacion. La CMI se definié como la menor concentracion de antimicrobiano que
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b)

inhibe completamente el crecimiento del microorganismo estudiado, el cual se visualiza

como una clara turbidez o un boton.

Difusion 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 antibiotico
a una concentracion determinada que son depositados en una placa inoculada con una
suspensiéon bacteriana 0.5 McFarland en suero fisiologico (equivalente a 1.5 x 10°
UFC/ml). El didmetro del halo de inhibicién de crecimiento (en mm) permite valorar la
sensibilidad de un determinado microorganismo frente a cada antibidtico en las
categorias de sensibilidad (S), sensibilidad intermedia (I) o resistencia (R) siguiendo las
normas establecidas por el CLSI (85). El didmetro obtenido en la zona de inhibicion se

correlaciona con los valores de CMI determinados a partir de técnicas estandar.

Tiras de Epsilon-test (E-test). Se trata de una técnica para determinacion cuantitativa de la

CMI (pg/ml) que utiliza una tira de plédstico impregnada de antibidtico a un rango de
concentracion creciente y variable segiin el agente antimicrobiano a evaluar y que se
deposita en una placa inoculada con una suspension bacteriana 0.5 en la escala de
McFarland en suero fisiologico. La CMI corresponde al valor que aparece en el punto de
interseccion del halo de inhibicién de crecimiento bacteriano de forma elipsoidal (de ahi el
nombre de la técnica) con la tira (ver figura 19). Este procedimiento se realizo siguiendo las

recomendaciones de la casa comercial (AB BIODISK, Solna, Suecia).
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Figura 19. Determinacion de la sensibilidad a antimicrobianos por E-test.
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7.1.5. Técnicas moleculares

7.1.5.1. Extraccion de ADN

La extraccion de ADN genomico o plasmidico fue realizada por técnicas de extraccion
convencionales o utilizando kits comerciales. Las técnicas de extraccion convencionales utilizan
como agentes liticos el calor, soluciones alcalinas y/o detergentes. Los kits comerciales
combinan los procedimientos anteriores con el uso de columnas especificas de purificacion de
ADN genémico o plasmidico. Estos métodos permiten obtener ADN con elevada pureza, mayor

rendimiento y estabilidad aunque a un coste significativamente superior a los convencionales.

a) ADN genomico. Se realizd por la técnica de extraccion por calor (boiling) o utilizando
columnas especificas de silice-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
suspension bacteriana en 300 pl de agua hervida a 100°C durante 15 minutos y
centrifugada a 13.000 rpm durante 15 minutos. La obtencion de ADN utilizando kits
comerciales se realizo a partir de una suspension bacteriana de las células recuperadas
de un cultivo bacteriano liquido (en caldo LB) en un tamp6n de lisis, y un tratamiento
de la muestra con proteinasa K (20mg/ml). El sobrenadante obtenido tras centrifugacion
se pasO por una columna de silice a la que el ADN se adsorbe especificamente.
Finalmente, se realiza el lavado de los contaminantes existentes (proteinas o inhibidores
enzimaticos) y la elucion del ADN purificado a través de una solucién de bajo
contenido en sales o en agua.

La extraccion de ADN gendmico in situ se realizd por incorporacion de las células
bacterianas en moldes de agarosa siguiendo el protocolo estandar original de Cold
Spring Harbour y, ocasionalmente, un protocolo de preparacion rapido (159, 434a).
Resumidamente, se inocula una colonia en caldo LB y se incuba el cultivo bacteriano a
37°C durante 18h. Se centrifugan los tubos de cultivo a 6.000 rpm., y se lavan las
células con una solucion de PIV (10mM Tris-HCI pH7.6 + 1M NaCl). A esta
suspension de células se le aflade un volumen de agarosa al 1.6% (agarosa D-5,
Laboratorios Conda S.A., Madrid, Espafia) en proporcion 1:1 con el cuidado de lograr
una mezcla homogénea que se dispensara en moldes apropiados. Tras la solidificacion
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 solucion de 6mM Tris-HCl
(pH7.6), IM NaCl, 100mM EDTA (pH7.5), 0.5% Brij58, 0.2% desoxicolato, 0.5% de

lauroil sarcosina de sodio (Sarcosyl), 20pg/ml ARNasa y Img/ml de lisozima durante
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18h. La desproteinizacion se lleva a cabo con una solucion (ESP), compuesta por 0.5M
EDTA (pH9.0), 1% Sarkosyl y 50pug/ml de proteinasa K (Sigma-Aldrich Inc., St. Louis,
MO, EUA) en bafio a 50°C durante 18h. Por tultimo, se realizan 3-4 lavados de los
bloques de agarosa con una solucion de TE a temperatura ambiente con agitacion
durante 5-15 min. En el protocolo rapido, los pasos de lisis y desproteinizacion ocurren
simultaneamente, utilizando una solucién de 50mM Tris, S0mM EDTA, 1% N-lauryl-
sarkosine y 0.1mg/ml proteinasa K, pH=8 (Sigma-Aldrich Inc., St. Louis, MO, EUA)

durante un periodo de incubacion de 18h a 54°C.

b) ADN plasmidico. La obtencion de plasmidos se llevo a cabo utilizando los métodos de

lisis alcalina de Birnboim y Doly (plasmidos de 2-150kb) y el método de Barton
(plasmidos 30->150kb).

El método de lisis alcalina de Birnboim y Doly se basa en la diferente resistencia del ADN
plasmidico y del ADN cromosomico al pH basico (40). La utilizacion de una solucion de
hidréxido de sodio 0.2N y del detergente dodecil sulfato de sodio al 1% (SDS) provoca la lisis
celular y la desnaturalizacion del ADN plasmidico y cromosémico. La neutralizacion posterior
con acetato potasico (3M, pH=5) permite que el ADN plasmidico vuelva a su configuracion
covalente circular cerrada y que por lo tanto permanezca soluble, mientras el ADN
cromosOmico y las proteinas precipitan en un complejo formado por potasio y SDS que se
elimina por centrifugacion. El ADN presente en el sobrenadante se purifica con una solucion de
fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1) y con una solucion de cloroformo. A
continuacion, el ADN se recupera tras una primera precipitacion del sobrenadante obtenido con
etanol adicionado de acetato potasico (1:10) durante 30-90 minutos y posteriormente se
concentra por precipitacion con etanol al 70%, repitiendo este paso dos veces. Este método ha
estado tradicionalmente limitado a la extraccion de plasmidos en alto o medio nimero de copias
y de peso molecular <50kb, obteniéndose un rendimiento aproximado de 2-5ug de ADN. Las
versiones comerciales del método de lisis alcalina utilizan volimenes mayores y un paso de
purificacion posterior con resinas de intercambio i6nico, permitiendo un rendimiento de 100-
150 pg 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, [jamsville, Maryland, EUA), que permiten la extraccion de
varias muestras en un dia de trabajo y la obtencion de plasmidos de bajo ntimero de copias y de
alto peso molecular (hasta 150 kb).

El método de Barton consiste en el analisis de ADN gendmico por electroforesis de campo
pulsado tras digestion con S1 nucleasa y estd basado en la digestion selectiva de la enzima

utilizada que digiere totalmente el ADN cromosdmico y convierte el ADN plasmidico super
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enrollado en ADN lineal, permitiendo que su migracién en un gel de campo pulsado sea
directamente proporcional a su tamafio y comparable con los marcadores de peso molecular

utilizados (24).

7.1.5.2. Digestion de ADN

La digestion de ADN genomico, plasmidico o correspondiente a fragmentos obtenidos tras
amplificacion selectiva por PCR se realizdé utilizando enzimas de restriccion cuyo tipo y
concentracion fue variable segun el ADN a analizar y los objetivos planteados (obtencion de
patrones de huella dactilar, fragmentos para clonar o verificacion de insertos, véase apartados
7.1.9.2, 7.1.9.3 y 7.1.10.1). Las condiciones de reaccion se establecieron siguiendo las
recomendaciones del fabricante con un tiempo de incubacion de 4-18h a la temperatura 6ptima
para cada enzima. Tras la digestion, las enzimas se inactivaron a 65°C durante 15-20 minutos.

La digestion del ADN gendmico in situ (en moldes de agarosa) con enzimas de restriccion
apropiadas se llevo a cabo tras un lavado previo de una porcion de un bloque de agarosa (3mm
de ancho) con agua durante 10 minutos. La digestion enzimatica se realizo en un volumen final
de reaccion de 100ul (1X del tampon de reaccion especifico de la enzima elegida, y 6-30U de

enzima), a 37°C durante un tiempo variable (30 min-24 horas).

7.1.5.3. Amplificacion de ADN

a) PCR

La técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction o reaccion en cadena por la polimerasa) se
utilizo6 para la deteccion e identificacion de secuencias (apartado 7.1.7.4), la tipificacion
molecular de integrones (apartado 7.1.9.3) y la obtencion de fragmentos para clonacion
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 reaccion
positivo, negativo y blanco. Las condiciones y componentes de cada reaccion variaron
dependiendo del tamafio del fragmento a amplificar.

Para la amplificacion de secuencias de ADN < 3 kb se prepararon mezclas en un volumen
de reaccion final de 50ul o 20ul que contenian los siguientes componentes a la concentracion
final que se especifica entre paréntesis: tampon de reaccion (1X), MgCl, (1.5mM),
dideoxinucleotidos (0.2 mM), cebadores especificos directo y reverso (1uM) y Tag polimerasa
(1.5UI). Las condiciones de reaccion utilizadas fueron un ciclo de desnaturalizacion a 94°C
durante 10 min, 35 ciclos de amplificaciéon a 94°C durante 1 min, alineamiento a 50-65°C

durante 1-2 min y extension a 72°C durante 1-3 min, seguido de un paso de extension final a
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72°C durante 10 min. Las polimerasas utilizadas fueron Amplitag Gold (Applied Biosystems,
Foster City, CA, EUA), EcoTaq (Ecogen, Madrid, Espafia) y r7Tag (Takara Bio Inc, Shiga,
Japon). La enzima Amplitag Gold es una polimerasa de alta fidelidad y especificidad que se
activa solamente a temperaturas elevadas (‘“hot-start”), disminuyendo por tanto la formacion de
productos inespecificos y aumentando el rendimiento. Las enzimas EcoTagq (Ecogen, Madrid,
Espaia) y r7aq (Takara Bio Inc, Shiga, Japon) son polimerasas sin requerimientos especiales y
compatibles con una gran variedad de reacciones de PCR.

Para la amplificacion de secuencias >3kb se utilizaron mezclas en un volumen final de
reaccion de 50pul o 20pul que contenian los siguientes componentes a la concentracion final que
se especifica entre paréntesis: tampdon de reaccion (2.5mM), MgCl, (2.5mM), cebadores
especificos directo y reverso (1uM) y Tag polimerasa (2.5UI). La polimerasa utilizada fue
Takara LA Tag™ (Takara Bio Inc, Shiga, Japon), una enzima de alta eficiencia y fidelidad que
permite la amplificacion de fragmentos de ADN >15 kb. Las condiciones de reaccion utilizadas
fueron: un ciclo de desnaturalizacion a 94°C (1 min), 35 ciclos a 96°C (20s), 55-60°C (1 min) y
72°C (3-5 min), seguidos de un paso final de 10 min a 72°C.

La adicion ocasional de dimetilsulfoxido (DMSO) (5-10%), un agente desnaturalizante que
permite una mejor separacion de las cadenas de ADN, facilité la amplificacion de fragmentos
grandes y su posterior secuenciacion ya que reduce la formacion de productos inespecificos que

se generan durante la amplificacion.

Los cebadores y las condiciones de todas las reacciones de PCR aplicadas en esta tesis son
descritos en la tabla 12.

La purificacion de productos de PCR obtenidos, necesaria antes de proceder a su digestion
enzimética, secuenciacion o clonacion, se realizo utilizando el kit comercial QIAquick PCR®
(Qiagen GmbH, Hilden, Germany) que permite la adsorcion del ADN a una membrana de silice
en presencia de altas concentraciones de sales y su posterior elucion con agua o un tampon

especifico con bajo contenido en sales.

7.1.5.4. Separacion de ADN

La separacion de fragmentos ADN se realizd por electroforesis utilizando sistemas de

corriente continua y corriente alterna.

a) Electroforesis de corriente continua.

Este tipo de electroforesis consiste en la aplicacion de un campo eléctrico estatico de
corriente continua, que permite separar fragmentos de ADN de tamafio comprendido entre 10pb

y 50 kb que migran en el gel en funcioén de su peso molecular. Sin embargo, la resolucion de los

137



Capitulo 7 - Anexos

fragmentos superiores a 20kb es baja, dado que migran simultdneamente bajo las condiciones
aplicadas. Esta técnica ha sido utilizada para la separacion de productos de PCR (con tamafios
aproximados de entre 0.2-10kb) o para la separacion de plasmidos digeridos o sin digerir.

En los pocillos del gel se aplica una cantidad de muestra de ADN (2-3ul para productos de
PCR o 15-20pl para pladsmidos), mezclada previamente con una cantidad de entre 2-5ul de
tampon de carga, cuya funcion es monitorizar el proceso electroforético y proporcionar
densidad a la mezcla aplicada. La separacion de los fragmentos de ADN se realiza en una
cubeta de electroforesis con tampon TBE 0.5X, utilizando una corriente eléctrica entre 80 y
100V durante 40 min-4 o 5 horas. La duracion de la corrida es directamente proporcional a la
concentracion de agarosa utilizada y termina cuando el frente visible por la presencia del
tampon de carga migre hasta el final del gel. Los marcadores de peso molecular utilizados
fueron A-EcoT14 I/Bgl II digest (0.06-22.01 kb) y 100 bp DNA ladder (100-1000 pb) (Takara
Bio Inc., Shiga, Japdn).

b) Electroforesis de corriente alterna o electroforesis de campo pulsado (ECP)

El procedimiento incluye la extraccion de ADN en bloques de agarosa (ver apartado
7.1.5.1), digestion de ADN con enzimas de restriccion que reconocen secuencias de 6-8 pb (ver
apartado 7.1.5.2), y separacion de los fragmentos obtenidos por electroforesis utilizando un
gradiente de corriente alterna que permite la resolucion de moléculas de alto peso molecular
(>20kb). Los cambios de direccion en el campo eléctrico permiten la reorientacion y migracion
selectiva de moléculas segin su peso molecular, posibilitando la separacion de moléculas de

hasta 10Mb (224, 422).

La separacion de los fragmentos de ADN obtenidos tras digestion enzimadtica se efectta
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
14°C y utilizando condiciones de corrida variables de acuerdo con el tamafio de los fragmentos
generados tras digestion enzimatica especifica: Xbal (10-40s, 24h), I-Ceul (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 A-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) Preparacion de geles de agarosa

Para electroforesis corriente continua. Los geles se prepararon en tampoén Tris-Borato-
EDTA (TBE) 0.5X, a una concentracion de agarosa variable dependiendo del tamafio molecular
de los fragmentos a separar. La agarosa utilizada fue agarosa D-1 (Laboratorios Conda S.A.,
Madrid, Espafia) 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 separacion de fragmentos entre 0.5 y 20 kb, geles de agarosa al 1% para
la separacion de fragmentos entre 0.3 y 10 kb y geles de agarosa al 2% para la separacion de los
fragmentos entre 0.1 y 1.0 kb.

Para electroforesis de campo pulsado. Los geles se prepararon en tampon Tris-Borato-
EDTA (TBE) 0.5X, a una concentracion de agarosa variable (1,2-1,4%) dependiendo del
tamafio molecular de los fragmentos a separar. Se utilizd agarosa D-5 (Laboratorios Conda
S.A., Madrid, Espafia) o agarosa Seakem®™ Gold (Cambrex Bio Science Rockland Inc.,
Rockland Maine, EUA), cuyas caracteristicas (“high gel strenght”, alta movilidad
electroforética, “higher exclusion limit”) posibilitan una separacién optima de fragmentos de
ADN de gran tamafio 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 especificas.

d) Tincion y visualizacion

La visualizacion del ADN separado por electroforesis se realiza mediante la tincion de los
geles con una solucion stock de 1mg/mL de bromuro de etidio (BrEt) durante 30-40 minutos
para conseguir una concentracion final de 0.2 ug/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 migracion del ADN lineal es inapreciable. Sin embargo, no se incorpora nunca a los
geles cuando se analizan formas covalentes circulares (CCC) de plasmidos 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 tefiidos 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

(version 3.6).

7.1.5.5. Clonacion de ADN

El estudio de la evolucion de los distintos genes blactx.m fue realizado con plasmidos
recombinantes obtenidos tras la clonacion de los genes blacrx.m en el plasmido pBGS18 (Amp®,

Kan®), un derivado de pBR322 (438) y su posterior transformacién en estirpes normo e
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hipermutadoras de E. coli. El procedimiento consta de 4 etapas: amplificacion de ADN,

ligacion, transformacion y seleccion.

Amplificacion de ADN. Se realizd utilizando oligonucleotidos que incluyen secuencias
correspondientes a los puntos de corte (subrayados) de las enzimas seleccionadas para la
digestion, y ligacion del gen y del pldsmido vector de clonacion: CTX-MEco (5°-
GGAATTCGACTATTCATGTTGTTGTTATT-3"), el cual reconoce una secuencia homoéloga a
29 bp del codon de iniciacion del gen blacrxm y CTX-MPst (5’-AACTGCAGTTCCGC
TATTACAAACCGT-3"), el cual incluye el codon stop del mismo gen, permitiendo asi la
amplificacion de la secuencia completa de los genes blacrx.m. Las condiciones de amplificacion
y los métodos de purificacion empleados estan incluidos en el apartado 7.1.5.3.

Ligacion. E1 ADN de los productos de PCR obtenidos y del plasmido pBGS18 fue digerido
simultaneamente con EcoRI y Pstl, y posteriormente ligados con la enzima T4 DNA ligasa
(Roche Diagnostics S.L., Barcelona, Espafia). La reaccion de ligacion se efectud utilizando
ADN de plasmido y de inserto a una proporcion de 1:3, tampdn de reaccion de la enzima (1X) y
1UI de T4 DNA ligasa, incubandose la mezcla en bafio a 16°C durante 2h o a 4°C durante 18h.

Transformacion. Los plasmidos recombinantes obtenidos en el paso anterior fueron
introducidos en dos tipos de estirpes receptoras curadas de plasmidos: E. coli M1144 (AAmpC),
una cepa normomutadora cuyo gen ampC se encuentra deletado (92) y E. coli GB20 (AdmpC,
mutS::Tnl0), una estirpe hipermutadora derivada de la anterior caracterizada por la presencia de
una mutacion en el gen mutS (150). El procedimiento de transformacion utilizado es descrito en
el apartado 7.1.8.2.

Seleccion de los transformantes. Se realizo en placas de medio de LB suplementadas con
kanamicina (50 pg/ml) como marcador del plasmido seleccionado, cefotaxima (1-8 pg/ml),
ceftazidima (1-8 pg/ml) o ampicilina (20 pg/ml) como marcador del gen clonado y tetraciclina

(20 pg/ml) como marcador de la presencia de Tn/0.

7.1.5.6. Identificacion y tipaje

a) Hibridacion

La identificacion de genes o secuencias en genomas y elementos de transferencia
horizontal (plasmidos, transposones) se realizo por hibridacion del ADN objeto de estudio con
sondas especificas, normalmente obtenidas por PCR. Este proceso comprende las etapas de
separacion, transferencia y fijacion del ADN a una membrana, el marcaje de sondas, la

hibridacion del ADN con las mismas, y el revelado de la sefial obtenida (414).
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Separacion, transferencia y fijacion del ADN a una membrana. La separacion de los
fragmentos de ADN digerido enzimaticamente se efectud por electroforesis normal o de campo
pulsado en las condiciones descritas en el apartado 7.1.5.4. Tras la visualizacion del gel, se
procedio a la fijacion del ADN por exposicion a la luz UV durante 2 minutos. A continuacion,
se cubrio el gel con una solucion de NaOH 0.4N a temperatura ambiente durante 1.5h, solucion
que facilita la posterior transferencia del ADN a una membrana de nylon por southern blot y la
eliminacion 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
colocacion de una hoja de papel de filtro Whatman 3MM humedecida con NaOH 0.4N sobre un
soporte solido dejando los extremos del papel sumergidos en el liquido 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 tamafio
exactamente igual al del gel, debidamente marcada y evitando la formacion de burbujas de aire.
Sobre esta membrana se colocan dos hojas de papel Whatman de igual tamafio, una pila de
papeles de filtro de tamafio aproximadamente igual al del gel y sobre todo ello, un peso de
aproximadamente lkg, para facilitar la transferencia del ADN cargado negativamente hacia la
membrana que esta cargada positivamente. El tiempo para lograr la transferencia varia de 36-
72h dependiendo del tamafio de los fragmentos a transferir (36h hasta 20kb, 48-72h para
fragmentos >50kb). A continuacion se lava la membrana con una soluciéon tampon Tris 0.5M
pH=7 durante 5 minutos, una solucioén de SSC 2% durante 2 minutos y se deja secar sobre papel

de filtro. La fijacion del ADN transferido a la membrana se realiza por exposicion a la luz UV

Papel absorvente

7 Papel Whatman
|

. —

durante 2-3 minutos.

Membrana

Gel

L/

Tampén Soporte

Figura 20. Esquema representativo de un sistema de transferencia de ADN por Southern blot.
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El marcaje de las sondas e hibridacion del ADN problema con las mismas se realizo
utilizando el kit comercial Gene Images Alkphos Direct Labelling system (Amersham Life
Sciences, Uppsala, Sweden) que se basa en una reaccion de quimioluminiscencia.

Para el marcaje directo de las sondas se utilizo6 ADN purificado a una concentracion de 10
ng/ul que es desnaturalizado por calor (bafio a 100°C por 5 minutos) y unido covalentemente a
una enzima termoestable (fosfatasa alcalina) tras una incubacion a 37°C por 30 minutos.

La hibridacion del ADN fijado en las membranas con las sondas preparadas requiere un
paso previo de pre-hibridacion con el liquido de hibridacion con el objetivo de “bloquear” la
membrana con un ADN extrafio y reducir la formacion de ligaciones inespecificas entre el ADN
y la membrana. Se afnade la sonda previamente marcada al liquido de hibridacion y se incuba a
55-60°C durante 18h en horno de hibridacion. Posteriormente se procede al lavado de las
membranas a 55-60°C (la temperatura depende de las condiciones de astringencia requeridas),
para eliminar el exceso de sonda.

La serial de hibridacion se produce tras la adiccion del sustrato dioxetano (CDP-star
Detection Reagent; Amersham Life Sciences, Uppsala, Sweden) sobre el que actua la fosfatasa
alcalina emitiendo una sefial de luminiscencia. Esta sefial se detectd en placas de autoradiografia
Hyperfilm-ECL (Amersham Life Sciences, Uppsala, Sweden) tras un periodo de exposicion de
4h-1dia en oscuridad a 4°C, utilizando maquinas autométicas de revelado. Las membranas
fueron utilizadas varias veces siendo necesario eliminar las sondas fijadas previamente antes de
cada nueva hibridacion (“stripping”). Este proceso se llevd a cabo lavando en una solucion
desnaturalizante de SDS al 1% a 80°C durante 20 minutos con agitacion y en una solucion 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 comprobandose la eliminacion de la sonda
tras exposicion de las membranas en placas de autoradiografia y confirmacion de una senal

negativa.

b)  Multi-Locus Sequence Typing (MLST)

Esta técnica se basa en el andlisis de secuencias intragénicas de ADN correspondientes a 7
genes que codifican enzimas metabdlicos no sometidos a presion selectiva (genes
"housekeeping") cuyos perfiles permiten detectar variantes alélicas que definen lineas clonales
relativamente estables. Los siete genes considerados en el analisis 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), purd (gen que codifica
adenilosuccinato deshidrogenasa), y recA (gen que codifica ATP/GTP “binding motif”’) cuya

secuencia, oligonucledtidos y condiciones de amplificacion aparecen en la base de datos de la
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pagina 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 automatico ABI Prism 377 (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA). Los
cromatogramas obtenidos fueron analizados utilizando el software Chromas Version 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 asigno a
cada aislado un perfil de siete nimeros 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. Analisis bioinformatico

Las secuencias obtenidas fueron analizadas y editadas utilizando el programa Chromas
version 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 analisis de la similitud entre multiples secuencias

genéticas se realizo con el programa ClustalW

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw?/index.html). La identificacion de ORFs (open reading

frames) y la anotacion de secuencias para depdsito en las bases de datos del NCBI se llevo a

cabo utilizando el programa ARTEMIS (version 10.1) y (http://www.sanger.ac.uk/Software).

Las imagenes de los patrones de huella dactilar de ADN gendomico y plasmidico fueron
captadas y digitalizadas utilizando el equipo Kodak Digital 1D (version 3.6) y posteriormente
analizadas con el programa BioNumerics (version 4.0; Applied Maths, Sint-Martens-Latem,
Belgium). La relacion entre patrones de bandas se calculd aplicando el coeficiente de similitud

de Dice, generandose un dendrograma a partir del algoritmo de medias aritméticas de UPGMA.

7.1.6. Estructura poblacional de Enterobacteriaceae productoras de BLEE

La identificacion 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 epidemioldgicamente 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 comparacion visual de los patrones de ADN genomico digerido con Xbal
(Takara Bio Inc., Shiga, Japon) obtenidos por ECP aplicando los criterios estandar de Tenover y
col. (456) permitio establecer cuatro categorias para definir la relacion epidemiologica de los

aislados: 1) indistinguibles (sus patrones de huella dactilar no presentan bandas de diferencia);
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i) muy relacionados (sus patrones de huella dactilar se diferencian en 2 6 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 comparacion de patrones se realizo
también con la ayuda de programas informaticos (ver apartado 7.1.5.7) aplicando una tolerancia
de 0.1% y optimizacion 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 permitio identificar secuencias tipo (ST) prevalentes en aislados de E. coli aislados

en amplias zonas geograficas.

7.1.6.1. Determinacion 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 (Ay, A), B1, B2 (B2,, B2;)
y D (Dy, Dy)] que fueron identificados por un ensayo de PCR multiple basada en la
amplificacion de dos genes con funcion conocida (chuAd y yjad) y un fragmento de ADN de
funcién 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 multiples secuencias genéticas (39, 192) utilizadas inicialmente para en estudios

de estructura poblacional de la especie E. coli.

7.1.7. Caracterizacion de f-Lactamasas de Espectro Extendido (BLEE)

La deteccion y caracterizacion de estas enzimas incluyd la deteccion fenotipica, la
determinacion de su punto isoeléctrico, y la amplificacion y el andlisis de su secuencia

genetica.

7.1.7.1. Deteccion fenotipica

La presencia de BLEE fue inferida a partir del ensayo fenotipico de Jarlier y col. conocido
como test de sinergia de doble disco (Double-Disk Synergy Test; DDST) (205). Este ensayo es
la aplicacion de la técnica de difusion disco-placa y consiste habitualmente en la aplicacion de
tres discos de los antibioticos B-lactamicos cefotaxima (30 ug), amoxicilina/acido clavulanico
(20 pg/10 pg) y ceftazidima (30 pg) a una distancia aproximada de 20 mm en angulo de 180°C.
Un aumento del halo de inhibicion correspondiente a cefotaxima y/o ceftazidima en las
proximidades del disco de amoxicilina/acido clavulanico indica la presencia de una B-lactamasa

de espectro extendido, como ilustra el ejemplo de la figura 22.
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7.1.7.2. Deteccion de la presencia de B-lactamasa

Se realiza por un ensayo de actividad enzimatica utilizando como sustrato una
cefalosporina cromogénica conocida como nitrocefin (100uM) (OXOID, Basingstoke, RU) que
en presencia de una B-lactamasa sufre un cambio de color de amarillo (Ay.x = 390 nm a pH 7.0)
a 10j0 (Amax = 486 nm a pH 7.0) debido a la hidrdlisis del enlace amidico del anillo -lactamico.
Este ensayo se realiza utilizando un extracto enzimatico de la cepa problema y nitrocefin

(50ug/ml) en cantidades iguales (3 ul).

Figura 21. Identificacion de los grupos filogenéticos de E. coli segun el esquema de PCR
multiples descrito por Clermont y col. (83).

Figura 22. Deteccion de la produccion de BLEE por
el test de sinergia con doble disco (DDST).
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7.1.7.3. Determinacion del punto Isoeléctrico (pl)

La determinacion del pl de una proteina se realiza por la técnica de isoelectroenfoque
(IEF) que consiste en la separacion electroforética de proteinas en un gel de poliacrilamida con
un gradiente de pH creciente. Las moléculas migran en el gel desde el anodo hasta el catodo,
hasta presentar una carga neta zero (cuando el pH del gel iguala su valor de pI). Una reaccion
enzimatica con nitrocefin revela la presencia de la enzima cuyo pl es inferido por comparacion

con controles presentes en el mismo gel.

La determinacion del pl de una proteina incluye 3 fases:

1) Obtencion de extractos enzimaticos. 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-
2pg/ml de cefotaxima/ceftazidima (dependiendo del patron de susceptibilidad a antibioticos f3-
lactamicos). Se efectiia un lavado celular con tampoén de fosfato sodico (PBS 0.1M, pH 7.0,
véase apartado composicion de soluciones en anexo 7.3) tras la centrifugacion de las células y
resuspension en PBS. Todo el proceso de sonicacion de los extractos congelados se realiza en
hielo para evitar la degradacion enzimatica por el calor generado. La aplicacion 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 almacenana  -20/-70°C.

2) Separacion en el gel o isoelectroenfoque utilizando geles de poliacrilamida PhastGel IEF 3-9

(Pharmacia Biotech, Madrid, Espafia) 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 15°C, 75 Vh y voltaje de 2000V en el cual se forma el
gradiente de pH en el gel; ii) la aplicacion automatica de la muestra a partir de un peine
apropiado y iii) un ultimo paso de enfoque (500Vh, 2000V) en el cual las proteinas migran
hacia el punto que corresponde a su punto isoeléctrico. Todos los geles incluyeron como
controles de movilidad electroforética extractos con B-lactamasas de pl conocido. Los controles
utilizados con mds frecuencia fueron aquellos que contenian TEM-1 (pI=5.4), TEM-24 (pI=6.5),
SHV-12 (pI=7.6) y/o CTX-M-10 (pI=8.1).

3) Tincion final del gel con 100ul de una solucion de nitrocefin de 50ug/ml. La reaccion
enzimatica con nitrocefin revela la presencia de una enzima determinada cuyo pl es inferido por

comparacion con controles presentes en el mismo gel.
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7.1.7.4. Amplificacion e identificacion de su secuencia genética

La presencia de BLEE de las familias de clase A mas frecuentes (TEM, SHV o CTX-M) y
la identificacion de sus distintas variantes se determind por amplificacion de los genes bla con
cebadores especificos y posterior secuenciacion de los productos de PCR obtenidos (tabla 12).
La identificacion de genes blacrx.m se realizd por un ensayo de PCR multiple que permite la
deteccion 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. Localizacion del gen bla: plasmido/cromosoma

La localizacion de los genes bla fue determinada por hibridacion de ADN gendémico
digerido con la enzima de restriccion I-Ceul y separado por ECP (ver apartado 7.1.5.4 para
detalles de procedimiento) con sondas intragénicas blag gg y 16S rADN especificas (259). La
enzima I-Ceul reconoce solamente sitios de restriccion en ADN cromosoémico correspondientes
a regiones especificas del operon 23S de los genomas bacterianos. La sonda de 16S rADN
hibrida exclusivamente en fragmentos de cromosoma. Una hibridacion positiva de ADN
genomico digerido con I-Ceul con la sonda problema pero negativa con la sonda 16S rADN
indica la localizacion plasmidica del gen bla. Una hibridacion positiva de ADN gendmico
digerido con I-Ceul con la sonda problema y con la sonda 16S rADN indica la localizacion

cromosoOmica del gen bla.

7.1.8. Estudios de transferibilidad

Los métodos utilizados para determinar la transferencia in vitro de genes blag; g fueron la

conjugacion en medio liquido y/o en filtro y la transformacion.

7.1.8.1. Conjugacion

La cepa receptora utilizada en los ensayos de conjugacion fue un derivado de la estirpe de
E. coli K12 resistente al acido nalidixico y a rifampicina, con actividad fermentadora de lactosa
y curada de plasmidos, designada E. coli BM21R (95). Los in6culos de partida de cepas (D) y
(R) fueron cultivos de 18h en aerobiosis (ajustados a 6x10® células/ml) con agitacion suave a
37°C en caldo LB posteriormente diluidos 1:100 en 5ml de caldo LB, obteniéndose una
concentracion de 6x10° células /ml.
Conjugacion en medio liquido se realizo por el método de punto final (“end point”) (428). Se
mezclaron las estirpes donadora y receptora (ratio 1:2, dilucién D-+R), cultivos que fueron

incubados 18h a 37°C. Posteriormente, se inoculé 100ul de la dilucion R, de la diluciéon D+R y
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de sus correspondientes diluciones seriadas 1/10 (10"-10°) en placas de agar LB suplementadas
con 1 pg/ml de cefotaxima y/o 100 pg/ml de rifampicina.
Conjugacion en filtro (‘filter mating”) (124). La preparacion de los indculos de partida de
cepas donadora (D) y receptora (R) y de las diluciones y mezclas posteriores son analogas 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 200ul de caldo LB. Estas suspensiones fueron
inoculadas en filtros de nitrocelulosa de 0.45um de poro (MF™ Membrane filters, Millipore
Corporation, Concord Road, Billerica, MA, EUA) en placas de LB que se incubaron a 37°C
durante 18h. Posteriormente, los filtros fueron resuspendidos en 1 mL de suero fisiologico y las
soluciones obtenidas y sus correspondientes diluciones seriadas 1/10 (10" — 10®) inoculadas en
placas de LB suplementadas con 1 pg/ml de cefotaxima y/o 100 pg/ml de rifampicina.

La identidad de los transconjugantes fue confirmada tras el analisis de marcadores
fenotipicos especificos de las estirpes D y R. La frecuencia de conjugacion se calculd

dividiendo el nimero de UFC/ml de transconjugantes entre el nimero de UFC/ml de receptoras.

7.1.8.2. Transformacion

La preparacion de células competentes se realizd por el método de CaCl, (110, 184)
utilizando como estirpes receptoras E. coli MI1443 y E. coli GB20 (Las caracteristicas de las
cepas utilizadas se encuentran descritas en el apartado 7.1.5.5). Brevemente, se realizé un
cultivo en 50ml de caldo LB a 37°C hasta alcanzar una densidad optica final de 0.2 (D.0.=0.2) y
se procedio a un lavado de las células con CaCl, a 4°C y a una centrifugacion posterior a 6000
r.p.m. durante 10 minutos. A continuacion, se resuspendieron las células en un volumen de
CaCl, 0.1M correspondiente a una dilucion 1:100 del cultivo inicial y se guardd esta suspension
en nevera durante un tiempo maximo de 48h (414).

Tras la extraccion de los plasmidos recombinantes, obtenidos segin lo descrito en el
apartado 7.1.5.5, utilizando el kit QIAprep Spin Miniprep (Qiagen, GmbH, Hilden, Germany) se
procedid a su transformacion en células competentes por choque térmico que consistio en la
incubacion de una mezcla de 100 ul de células competentes y aproximadamente Ing de
plasmido, primero en hielo durante 20 min y posteriormente en bafio a 42°C durante 90 s.
Finalmente, se anadi6 1.5 ml de LB liquido a cada tubo de reaccion y se incub6 este cultivo en
bafio con agitacion a 37°C durante 1-2 horas. La seleccion de los transformantes se realizd en
placa de LB con los siguientes antibioticos: kanamicina (50 pg/ml) y cefotaxima (1-8 pg/ml),
ceftazidima (1-8 pg/ml) o ampicilina (20 pg/ml). Cada experimento incluy6 un control negativo

de crecimiento y un control positivo para evaluar la eficiencia de la transformacion.

7.1.9. Analisis de los Elementos de Transmision Horizontal
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La deteccion, identificacion y caracterizacion de los entornos genéticos asociados a

diferentes genes bla incluye el analisis de ISs, plasmidos y transposones.

7.1.9.1. Secuencias de insercion

La busqueda de secuencias de insercion especificas (ISCRI, 1S26, ISEcPI, 1S903 e
IS5075) previamente relacionadas con genes blapgr se realizd por amplificacion y posterior
secuenciacion de los productos de PCR obtenidos utilizando los oligos y las condiciones

descritas en la tabla 12.

7.1.9.2. Plasmidos

La caracterizacion de plasmidos comprendid la determinacion del numero y el tamaiio, la
identificacion del grupo de incompatibilidad y la comparacion de los patrones de restriccion

tras digestion enzimatica.

a) Extraccion de plasmidos

La obtencion de plasmidos se llevd a cabo utilizando los métodos de lisis alcalina de
Birnboim y Doly (plasmidos de 2-150kb) y el método de Barton (plasmidos 30->150kb) (ver
apartado 7.1.5.1).

b) Identificacion del grupo de incompatibilidad

Los plasmidos 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 amplificacion
especifica de los replicones FIA, FIB, FIC, HI1, HI2, I1-Iy, L/M, N, P, W, T, A/C, K, B/O, X,
Y, F, y FIIA, representativos de los plasmidos 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 multiple para la
amplificacion de 3 replicones cada uno y 3 ensayos de PCR simple para la amplificacion 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 replicon F fueron: 1 ciclo de 5 min a 94°C, 30
ciclos de desnaturalizacion a 94°C durante 20s, alineamiento a 60°C durante 30s y elongacion a
72°C durante 1 min, seguidos de un paso final de 5 min a 72°C. Las condiciones del ensayo de
PCR simple para la amplificacion de F fueron andlogas a las anteriores empleando una
temperatura de alineamiento de 52°C.

La extraccion de ADN empleado como molde se realizoé a partir de cultivos en caldo LB

suplementado con antibidtico utilizando el sistema comercial Wizard Genomic DNA
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purification System (Promega, Madison, WI) que permiti6 la obtencion de 200-400 ng de ADN
total altamente purificado. La concentracion de ADN empleado como molde en cada reaccion
de PCR vari6 entre 10-20ng para evitar reacciones cruzadas entre oligonucledtidos.

La identidad de los replicones fue verificada por secuenciacion de los productos de PCR
obtenidos. La correspondencia del replicon identificado con el plasmido que codifica para la 3-
lactamasa fue confirmada por hibridacion de ADN digerido con S1 nucleasa o I-Ceul,
transferido por la técnica de Southern blot a membranas de nylon utilizando sondas especificas
de rep generadas por PCR (para detalles de procedimiento consultar apartado 7.1.5.6). La
asociacion de genes bla a plasmidos especificos fue establecida cuando las sondas para genes
bla y rep hibridaron en el mismo fragmento de ADN.

Los controles positivos para cada replicon correspondian a fragmentos obtenidos por
amplificacion de plasmidos tipo de la coleccion de Martine Couturier clonados en el vector TA
(Invitrogen-Life Technologies, Milano, Italy) cedidos por la Dra. Alessandra Carattoli, del
Istituto di Sanita de Roma, y transformados en la estirpe E. coli DH5a en nuestro laboratorio

(77).

Tabla 11 Identificacion de los grupos de incompatibilidad de los plasmidos conjugativos de

Enterobacteriaceae utilizando un esquema PCR multiple.

Multiplex inc/rep PCR Controls

Simplex inc/rep PCR
1 2 3 4 5

H1 | H2 | 1 X |LM| N |[FIA|FB| W Y P | FIC|AC| T |Fls F K B/O

HI1 (471bp) +

HI2 (644bp) - +

11 (139bp) < s +

X (376bp) - - - +

L/M (785bp) = - - . +

N (559bp) - - - - - +

FIA (462bp) - - - o a - +

FIB (702bp)

W (242bp) - - - - - - - - +

Y (765bp) - . - - - - B B B +

P (534bp) - - - - - - - - - - +

FIC (262bp) - - - - - - - - - - - +

A/C (465bp) - - - - o o = o = = o o +

T (750bp) - - - - - - - - - - - - - +

repFIIA (270bp) - - - - o o = o o - - - - 5 +

F (270bp) - - - - - - - - - - - - - - - +

K (160bp) - - - - - - - - - - - - - - - - +

B/O (159bp) o s o o o +

Este sistema estd basado en la deteccion de secuencias asociadas al control de replicacion de los plasmidos

conjugativos.

¢) Discriminacion entre plasmidos

La discriminacion entre plasmidos de peso molecular similar y grupo de incompatibilidad
analogo se realiz6 por comparacion de sus patrones de huella dactilar (“plasmid fingerprinting’)

generados por la digestion del ADN plasmidico de doble cadena, que corresponde a la forma
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covalente circular cerrada (CCC), con enzimas de restriccion 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 eleccion de las enzimas de restriccion se realiza habitualmente de forma empirica
ya que en la mayoria de los casos la secuencia de los plasmidos a analizar se desconoce. En este
trabajo se utilizaron las enzimas de restriccion EcoRl, Pstl, Hpal, BamHI, o Hindlll (Takara
Bio Inc, Shiga, Japon).

En la actualidad no existen criterios que establezcan el numero de bandas que deben
compartir dos plasmidos para ser considerados idénticos o posiblemente relacionados. En
general, consideramos que dos plasmidos estaban genéticamente relacionados cuando
comparten > 3 sitios de restriccion para una enzima determinada. Esto suele confirmarse al
menos para 2 enzimas de restriccion diferentes. El analisis computarizado (ver apartado 7.1.5.7)
permitio establecer el grado de asociacion entre plasmidos con diferentes patrones de huella

dactilar.

d) Determinacion de numero y tamarnio molecular

La estimacion del peso molecular de un plasmido se realizd por comparacion de la
movilidad electroforética de sus formas CCC con la de plasmidos de tamafio molecular conocido
(electroforesis de corriente continua), por comparacion de la movilidad electroforética de sus
formas lineares tras digestion con S1 nucleasa (técnica de Barton, ver apartado 7.1.5.1), o por la

suma del tamaio de los fragmentos de ADN obtenidos tras digestion enzimatica (402).

7.1.9.3. Integrones

La caracterizacion de integrones comprendié su deteccion y discriminacion 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, Espana) y Hatch Stokes
(Macquarie Univ., Sydney, Australia).

La determinacion de la presencia de integrones se realizd por PCR utilizando ADN
genomico como molde y cebadores especificos para la amplificacion de los genes que codifican
las integrasas de integrones de clase 1, 2 y 3 (intll, intl2 ¢ intl3) 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 discriminacion entre integrones para los que la amplificacion de la parte variable
(5’CS-3’CS para los integrones de clase 1 y attl2-orfX para los integrones de clase 2) dio un
producto de PCR de peso molecular similar se realizd por comparacion de los patrones de huella

dactilar generados tras digestion con las enzimas Alul y Haelll, respectivamente. Los
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fragmentos obtenidos fueron separados en un gel de agarosa al 2.5% y visualizados tras tincion
con BrEt tal y como se ha descrito en el apartado 7.1.5.4. Cada integron fue designado por un

nimero romano y un subindice que indica el tipo y la clase de integron.

a) Entorno genético de integrones de clase 1. Caracterizacion de Tn402 y Tn21

Los integrones de clase 1 son considerados variantes defectivas de Tn402, que se
encuentran frecuentemente asociados a Tn2/. La caracterizacion de su entorno incluyo el
analisis de la presencia de secuencias derivadas de Tn402 y Tn2l por ensayos de PCR,
hibridacion y secuenciacion.

Caracterizacion de Tn402. Comprende el analisis de la secuencia de infl1 y la deteccion de
orf5, IS1326, IS1353 e 1IS6100 cuya insercion en el modulo tnitug, ha permitido sub-clasificar
los integrones de clase 1 en los tipos In0, In2 o In4. La presencia de ISCR! asociada a
integrones de clase 1 con dos extremos 3’-CS fue también analizada. La asignacion preliminar
de cada uno de los tipos fue confirmada por ensayos de PCR solapante utilizando cebadores
basados en secuencias previamente publicadas y posterior secuenciacion de los fragmentos

obtenidos (figura 23).

La variabilidad asociada a In60, un integrén de clase 1 inusual con dos regiones 3’-CS e
ISCRI fue analizada por la estrategia mencionada en el parrafo anterior en una coleccion de

70 aislados productores de CTX-M-9 (numero de acceso Genbank AF174129).

Caracterizacion de transposones mercuriales derivados de Tn2l. La presencia de
derivados de Tn2/ fue analizada por amplificacion de secuencias especificas de su modulo de
transposicion tnity; (tnpA, tnpM, tnpR) y del gen merA presente en el operon mercurial
correspondientes a los extremos 5’ y 3” de este transposon, respectivamente. La caracterizacion
completa de estructuras derivadas del Tn2/ o del Tnl696 se realizd por ensayos de PCR
solapadas basadas en secuencias conocidas (nimeros de acceso Genbank AF071413 y U12338,

respectivamente) (figura 23).
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7.1.10. Evolucién de genes pertenecientes a la familia blacrx.v

La evolucion de las enzimas pertenecientes a la familia CTX-M-1 fue investigada
evaluando la relacion de determinadas mutaciones con fenotipos de resistencia a antibidticos [3-

lactamicos especificos.

Una estrategia de pases seriados in vitro usando una cepa hipermutadora y ceftazidima
como agente selector fue la técnica utilizada para la mimetizacion de la evolucion natural de las
enzimas del grupo CTX-M-1 (CTX-M-1, CTX-M-3, CTX-M-10, CTX-M-15y CTX-M-32) y la

prediccion de la aparicion de nuevos mutantes resistentes (150, 332).

7.1.10.1.  Obtencion de transformantes

Los plasmidos recombinantes pBX1, pBX3, pBX10, pBX15 y pBX32 obtenidos tras
clonacion de los genes blacrx.m.1, blactxa-s, blacrxm-10, blactxaas ¥ blacrxasz, en pBGS18
fueron transformados en la estirpe normomutadora E. coli M11443 y en la estirpe hipermutadora
E. coli GB20 (ver apartados 7.1.5.5 y 7.1.8.2). Los transformantes en la cepa MI11443 fueron
utilizados como cepas control en las determinaciones de sensibilidad por microdilucién en caldo
a antibioticos P-lactamicos (cefotaxima, ceftazidima, cefepima, aztreonam y amoxicilina-acido
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
(20pg/ml), kanamicina (50pg/ml) y ceftazidima (en un rango creciente desde una concentracion
2 veces inferior al valor de su CMI hasta 128ug/ml (42, 150). De cada uno de los cultivos
realizados a diferentes concentraciones de ceftazidima, se extrajo ADN plasmidico total que fue
transformado en la estirpe E. coli MI1443 y se seleccionaron los transformantes en LB
suplementado con kanamicina (50pg/ml) y ceftazidima (4X la CMI correspondiente a la cepa
portando el gen original). Los clones seleccionados fueron transformados nuevamente en
MI1443, utilizando kanamicina (50pg/ml) como agente selector y en ausencia de ceftazidima,
para evitar la seleccion de variantes cromosomicas debidas a alteraciones de permeabilidad de
membrana. Los valores de CMI para los mutantes obtenidos fueron determinados por
microdilucion 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 mas veces al de los transformantes de referencia portadores de plasmidos

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 (C*'—>T, A" -G, C®>T y A5G, 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 conferian 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 o0 DG-F) y reverso (AV-R, NS-R, PS-R, o0 DG-R) correspondientes,
conteniendo la mutacién a introducir, en combinacion con los cebadores CTX-M-Pst (reverso) y
CTX-M-Eco (directo), respectivamente. Por ultimo, se realizé 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 plasmido vector se digirieron con las enzimas EcoRI and Pstl, se ligaron
y se transformaron en MI1443, seleccionando en placas de LB agar conteniendo kanamicina
(50pg/ml) y ceftazidima (1-8pug/ml) o kanamicina (50pg/ml) y cefotaxima (lpg/ml) y
posteriormente re-transformados seleccionando con kanamicina (50pg/ml) (véase apartados
7.1.5.5 y 7.1.8.2). Los plasmidos recombinantes se enviaron a secuenciar para confirmar la
presencia de la mutacion 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 Acido desoxirribonucleico

AMX Amoxicilina-acido clavulanico

ARN Acido ribonucleico

BLEE B-Lactamasa de Expectro Extendido

CAZ Ceftazidima

CCC Forma plasmidica Covalente Circular Cerrada
CMI Concentracion Minima 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 Dimetilsulfoxido

dNTP Deoxinucledtido 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 insercion

LB Luria Bertani agar

PCR Polymerase Chain Reaction o reaccion en cadena de la polimerasa
pl 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 Restriccion-modificacion
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7.3. COMPOSICION 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 isoamilico: (1:2:1)

Para 100mL : 50 g de cristales de fenol, 48mL de cloroformo, 2 mL de alcohol
isoamilico, 10mL de TE (10mM Tris-HCI, ImM EDTA, pH =8.0). Almacenar en
botella topacio a 4°C.

3. Ribonucleasa (ARNasa-A, Sigma Aldrich Cat# 5503).

Preparar una solucion 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)

Diluir a 0.2pg/mL para tefiir los geles. Una solucion de trabajo se prepara con

100uL de solucidn stock en S00mL de agua destilada.

Las soluciones de BrEt han de ser manejadas con precaucion ya que es un potente
agente mutdgeno. Siempre han de ser utilizadas con guantes y el BrEt ha de ser

inactivado antes de ser desechado.
5. Buffer de electroforesis (TBE concentracion 10x):

Composicion: 890 mM Tris, 890 mM Acido borico, 20 mM EDTA pH 8
Para 1 L.: 108 g Tris base, 55 g 4cido borico y 40 ml EDTA 0,5 M pH 8.

Autoclavar en alicuotas de 500 ml 6 1 L.

6. Buffer de carga: 0.25% de azul de bromofenol en 60% (peso/volumen) de sucrosa.

Almacenar en nevera.
7. Extraccion de plasmidos
a. Solucion I.

Para Gram Negativos: TEG - 50mM Tris-HCI (pH = 8), 10mM EDTA y

2% glucosa)
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10.

11.

12.

13.

14.

b. Solucion II (solucion de lisis)

1 % SDS, 0.2N NaOH, preparada en el momento.
Para 100mL : 1g SDS, 4ml NaOH 5N, 96mL de H20O. Esta solucion debe ser
siempre preparada en el momento.

c. Solucién III (solucion de precipitacion)
3M acetato potasico pH=5. Ajustar el pH con acido acético glacial.
PIV: 10mM Tris-HCI (pH7.6), 1M NaCl

Para 1 L: 10 ml Tris-HCI IM (pH 7.5), 200ml de NaCl 5M, 790ml agua

destilada. Autoclavar en alicuotas de 500 ml.
ESP: 0.5M EDTA (pH 9.0-9.5), 1% sarcosyl, 50ug/ml proteinasak

Para 1 L: 50ml de EDTA 1M, 5ml sarcosyl 20% y 800ml agua destilada.
Adicionar 200ul de proteinasaK en hielo y completar el volumen con agua

destilada.
TE: 10 mM Tris-HCI (pH 8), ImM EDTA (pH 8)

Para 1 L: 10 ml Tris-HCI 1M (pH 7.5), 2 ml EDTA 0,5M (pH 8.0), 988 ml agua

destilada. Autoclavar en alicuotas de 500 ml 6 1 L
Tris-HCI: 1 M, pH=8

Para 1L: 121.1g de Tris base en 800 ml de agua destilada.
Ajustar el pH a 8.0 con HCIL. Completar volimen a 1L. Autoclavar.

NaOH: 10N
Para 1L: 400g de NaOH en 800 ml de 4gua destilada.
Completar volimen a 1L.

EDTA: 0.5 M, pH=8

Para 1 L: 186.1g Na,EDTA.2H,0 (PM=372.24)
Anadir 800ml de agua destilada
Ajustar a pH=8.0 con NaOH y completar volumen a 1L.

NaCl: SM

Para 1L: 58.4g NaCl, disolver en agua destilada y completar el volumen.

Autoclavar.
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15.

16.

17.

18.

19.

20.

SDS: 20%

Para 100ml: 20g en 70ml de 4gua destilada. Completar volimen con agua

destilada y esterilizar con filtro apropiado.
NaH,P04.H,0: 0.5M pH=7

Para 100ml: 6.9g en 80ml agua destilada. Ajustar el pH con NaOH. Completar el

volimen con agua destilada. Autoclavar.
MgCl,: IM

Para 50ml: 10.16g MgCl, en agua destilada hasta completar volimen.

Autoclavar.
SSC 20X: 3M NaCl, 0.3M Na3(C;Hs0(COO0)3)

Para 1L: 175.31g NaCl, 88.23g Na3(C;HsO(COO);3) en 800ml de agua destilada.

Completar el volumen con agua destilada y autoclavar.
PBS: 0.1M, pH=7

Para 1 L: 577ml Na,HPO,4 1M y 423ml NaH,PO, 1M.
Controles de peso molecular

Plasmidos de tamafio molecular conocido: Los dos controles mas utilizados son

cepas de Escherichia coli que contienen distintos plasmidos: E. coli NCTC 50192
(cuatro plédsmidos de 7, 36.2, 63.8 y 148.5 kb, respectivamente) y E. coli V517
(ocho plasmidos de peso molecular comprendido entre 2.1 y 54.2 kb). Estas cepas
estin  disponibles en la  Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo
(http://www.cect.org). Cepas con plasmidos 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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