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4. DISCUSION




Con objeto de realizar una discusidn mds sencilla, esta seccidon se ha dividido en
apartados en base a los objetivos 1, 2 y 3 de la presente Tesis Doctoral. Algunos de los
resultados obtenidos en el objetivo 4 se comentan sélo de forma breve para no extender la

discusidn excesivamente.

Desde su descripcidén en 1989 (Stokes y Hall, 1989), numerosos estudios realizados en
Espafa y otros paises han demostrado la importancia de los integrones, subrayando la
relevancia clinica de los de clase 1y 2 al demostrar su estrecha asociacién con el fendbmeno
de la multirresistencia, tanto en S. enterica como en ofras enterobacterias. Los resultados
expuestos en la presente Tesis Doctoral confirman dicha interrelacion, y profundizan en el

estudio de la complejidad estructural de estos elementos genéticos.

En diferentes rastreos realizados en cepas clinicas de serotipos no tifoideos de .
enterica, registradas en el Principado de Asturias entre 1990 y 2002, se identificaron integrones

de clases 1y 2. El hallazgo fue de especial relevancia dado que estos trabajos describen por



primera vez la presencia de integrones de clase 2 en los serotipos S. Virchow, S. Grumpensis, S.
Panama y S. Worthington (Articulos 1 y 2). Previamente, en otros paises ya se habia
identificado este tipo de integrones en aislamientos clinicos, de animales o de alimentos de §.
enterica pertenecientes a los serotipos S. Typhimurium, S. Paratyphi B dT+ (biotipo Java), S.
Enferitidis y S. Muenchen (Goldstein ef al., 2001; Orman et al., 2002; Miko et al., 2003; Ahmed
et al., 2005; Miko et al., 2005; Antunes et al., 2006). Recientemente también se han
descubierto en el serotipo Bredeney y siguen encontrdndose en los otros serotipos
mencionados, acompanados 0 no de integrones de clase 1 (van Essen-Zandbergen et al.,
2007; Michael et al., 2008; San Martin et al., 2008; Macedo-Viias, en prensal).

Los integrones de clase 1 identificados en nuestras cepas mostraban dos tipos de
regiones variables: 1000 pb/aadAl (caracteristica del integron In2 de Tn21; ver Figura 9 de
Introducciéon) y 2300 pb/sat-smr-aadAl. La primera configuracién estd ampliamente
distribuida en diferentes serotipos de S. enterica asi como en otras enterobacterias (Guerra et
al., 2000a; Morabito et al., 2002; Peirano et al., 2006; van Essen-Zandbergen et al., 2007),
mientras que 2300 pb/sat-smr-aadAl fue descrita por primera vez en nuestros trabagjos.
Recientemente se ha encontrado en un aislamiento de Proteus mirabilis otro integrén de
clase 1 con una region variable idéntica en un 99% a ésta (con sélo diferencias en 3
nucledtidos: uno en el elemento attC de la primera casete, y dos en el gen aadAl; n° de
acceso: DQ520940; Gionechetti et al., 2008).

Las dos regiones variables tienen en comun la casete génica aadAl, que confiere
resistencia a estreptomicina y espectinomicina, ya que codifica una aminoglicésido
adeniliransferasa que inactiva a ambos compuestos. Por su parte, la casete génica sat
requiere una especial atencién, dada la confusidn que se generd al identificar estos genes
de estreptotricina acetil transferasas. Este tipo de enzimas son responsables de la resistencia a
estreptotricina, aminoglicésido utilizado entre 1983 y 1990 en la antigua Republica
Democrdtica Alemana como promotor del crecimiento en ganaderia. Su citotoxicidad los
excluye de su uso en clinica humana y veterinaria, aunque puede ser Util en agricultura para
el control de bacteriosis y micosis (Ferndndez-Moreno et al., 1997; Witte, 2000). Inicialmente se
identificaron dos genes de estreptotricina acetil tfransferasas: safl y sat2, incluidos en los
transposones Tn1825 y Tn1826 respectivamente (Heim et al., 1989; Tietze y Brevet, 1990). Sin
embargo, andlisis posteriores revelaron que la secuencia inicialmente identificada como sat]
era en realidad el resultado de la fusion de dos casetes génicas: estX y sat2 (Partridge y Hall,

2005). Asi, actualmente se considera que satf2 es la Unica casete conocida asociada a un



gen de resistencia a estreptotricina. En los Ultimos anos se han descrito integrones de clases 1
y 2 que presentan la casete estX intacta, que codifica una hipotética proteina cuya
secuencia polipeptidica muestra una identidad de entre el 42 y 47% con posibles esterasas o
hidrolasas. Estas enzimas pertenecen a la superfamilia de las o/p hidrolasas, un grupo de
proteinas muy diverso en cuanto a secuencia, especificidad de sustrato y funciones
cataliticas. Dentro de él se encuentra el subgrupo de las esterasas, enzimas que catalizan la
hidrélisis de enlaces éster carboxilicos de diferentes compuestos (Bugg, 2004). En nuestro
caso, el gen denominado inicialmente “sat” se corresponde en realidad con estX, una
casete que también se ha identificado en integrones de clases 1 y 2 de S. Enteritidis, Sh.
sonnei, E. coli y P. mirabilis (Ahmed et al., 2005; Valverde et al., 2006; Barlow y Gobius, 2006;
Ahmed et al., 2006; Gionechetti et al., 2008). Por Ultimo, el gen smr (de sélo 318 pb) codifica
un producto que comparte motivos caracteristicos de una familia de proteinas integrales de
membrana denominada SMR (small multidrug resistance proteins; Vourli et al., 2003). Los
polipéptidos pertenecientes a esta familia confieren resistencia a un amplio rango de
compuestos toxicos como el bromuro de etidio y el metil violdgeno, promoviendo su
expulsion de las células. Esta casete génica se ha identificado también en otros integrones
de clase 1 de localizacion plasmidica o cromosdmica, tanto de diferentes enterobacterias (E.
coliy K. pneumoniae) como de Ps. aeruginosa (Vourli et al., 2003; Toleman et al., 2005; Poirel
et al., 2005b; Ozgumus et al., 2007; Gionechetti et al., 2008; Colinon et al., 2007).

En nuestras cepas los integrones de clase 1 detectados estdn asociados a
fransposones de la subfamilia de Tn21, perteneciente a su vez a la familia de Tn3. Esta
relacién se demostrdé de manera exhaustiva mediante amplificaciones solapantes, que
determinaron la estructura de estos elementos genéticos (Articulo 1, Figura 2). Asi, el mddulo
de ftransposicién y el operdn mer de Tn2l1 se encontraban aparentemente intactos en
nuestras cepas, y entre el segmento 3'CS y el mddulo tni defectivo del integréon sdélo
contenian la secuencia de insercidén 1S1326. En ningUn caso poseian 1S1353, el segundo
elemento transponible presente en el integron In2 de Tn21 (Figura 9, Introduccion). De
acuerdo con esto, las cepas analizadas en los Articulos 1y 2 portan “elementos Tn21 de tipo
europeo”, de los que deriva probablemente el propio Tn21, que fue detectado en Japdn
inicialmente en el pladsmido R100 de Sh. flexneri (Grinsted et al., 1990; Liebert et al., 1999). Los
fransposones Tn21 de tipo europeo estdn representados por Tn2411, que sélo se diferencia de
Tn21 en que carece de IS1353 (Figura 18). Tn2411 fue descubierto como parte de un pldsmido
conjugativo de gran tamano identificado en una cepa clinica de S. Typhimurium aislada en
los afos ‘80 en Alemania (Kratz et al., 1983). Se ha propuesto que este Ultimo transposdn se
origind a partir de un hipotético ancestro denominado Tn21A (que tan sélo posee la

estructura bdsica: regidn thpA-tnpR y operdn mer), en el cual se insertd un integrén de clase



1 portador de 1S1326 (Figura 18). Una vez formado, Tn2411 se dispersé globalmente y fue
evolucionando mediante procesos posteriores de integracién o escisién de casetes génicas,
insercion de transposones o secuencias de insercidn, y deleciones o escisiones mediadas por

IS, lo que habria dado lugar a los diferentes miembros de la subfamilia Tn21.
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Figura 18. Evolucién de la subfamilia Tn21 (Liebert et al., 1999).

Como se comentd anteriormente, los integrones de clase 1 descritos en los Articulos 1y
2 carecen de 1S1353, y su posible evolucidn a partir de Tn2411 se muestra en la Figura 19.
Ademds, estos elementos siempre se localizaban en pldsmidos de gran tamaio que eran
conjugativos en todos los casos menos uno (Artficulo 2, S. Panama LSP 580/95), hecho que
facilita su dispersidon a otfras bacterias, ddndoles la oportunidad de seguir evolucionando. De
esta forma en la figura mencionada se indica el serotipo donde aparecen, asi como los
pldsmidos donde se localizaron. Por ofro lado, en aquellas de nuestras cepas resistentes a
cloranfenicol, el transposén de tipo Tn2411 estd insertado en Tn9, dando lugar a una
estructura mds compleja, similar a la del transposén compuesto Tn2670 (Figura 20; Liebert et
al., 1999).



Asimismo, cabe indicar que también se detectaron transposones probablemente
derivados de Tn2411 en cepas mullirresistentes de los serotipos S. Brandenburg y §. Ohio
aisladas en el Principado de Asturias (Articulos 6 y 7). En estos casos, los infegrones mostraban
la regidn variable 1600 pb/dfrAl-aadAl y todos carecian de las secuencias de insercién
IS1353 e 1S1326. En algunas cepas, ademds, los genes tniA y tniBAlestaban delecionados y en
su lugar se detectd un transposdn Tn10 defectivo que se encontraba asociado al integrén a
fravés de una secuencia de insercidn IS1. Las variantes descritas en estos frabajos se

representan de manera esquemdtica en la Figura 19.
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Figura 19. Diferentes estructuras derivadas de Tn2411 encontradas en nuestras cepas. Se
indica el serotipo donde se describieron y entre paréntesis figuran el nombre y el tamafio
del plasmido que las portaba (Articulos 1, 2, 6 y 7).

Todos los integrones de clase 2 detectados (Articulos 1 y 2) presentan una regién
variable de aproximadamente 2300 pb con las casetes génicas: dfrAl-sat2-aadAl, la

configuracién caracteristica del transposén Tn7. Ademds, esta organizacidon es la mds



frecuentemente enconfrada entre esta clase de integrones, apareciendo en S. enterica
(Miko et al., 2003; Miko et al., 2005; Antunes et al., 2006; van Essen-Zandbergen et al., 2007;
Michael et al., 2008) y en ofras especies bacterianas, como Sh. flexneri (n° de acceso
EF634237), K. pneumoniae (n° de acceso EF397634), Enterobacter cloacae (n° de acceso
EF042190), Ps. aeruginosa (n° de acceso DQ17686%9) o Acinetobacter baumannii (n° de
acceso DQ176451). Como ya se comentd previamente, las casetes dfrAl-sat2-aadAl
codifican una dihidrofolato reductasa, una estreptotricina acetil fransferasa y una
aminoglicdsido adenil transferasa, respectivamente. De las tres, sat2 es menos frecuente pero
se ha encontrado sola o en combinacién con ofras casetes génicas en regiones variables
tanto de integrones de clase 2 (Ahmed et al., 2005; Ramirez et al., 2005a,b; van Essen-
Zandbergen et al., 2007) como de clase 1 (Ahmed et al., 2005; Kadlec y Schwarz, 2008).

Los integrones de clase 2 descritos en nuestros trabajos forman parte de Tn7, un
transposén que se inserta especificamente en una secuencia denominada attTn7, localizada
en el cromosoma de diversas especies bacterianas como E. coli, K. pneumoniae, Ps.
aeruginosa y Vibrio spp. Con menor especificidad también se puede insertar en pldsmidos
conjugativos, mediante una ruta de transposicion regulada por la proteina Tnsk codificada
por el propio Tn7 (Peters y Craig, 2001). En esta via, la maquinaria de transposiciéon reconoce
como sitio diana ciertas estructuras de ADN que se forman durante la replicacién en el
proceso conjugativo. En concreto, tiene preferencia por la replicacion que se da en las
células receptoras, debido probablemente a que en estos casos se generan multiples
extremos 3’ libres durante la sintesis de la cadena retrasada. Esta capacidad para dirigir su
transposicion en pldsmidos conjugativos sin duda beneficia a Tn7, que de esa manera
encuentra una importante via para dispersar su informacién genética a fravés de las

poblaciones bacterianas.

Estudiando la estructura de este transposdn en nuestras cepas encontramos diferentes
situaciones: i) todos los pldsmidos estudiados, a excepcidén de pUO-SwWR1 y pUO-SpR2,
contenian una copia del integrén de clase 2 asociada a un Tn7 defectivo, con deleciones
mds o menos extensas de los genes implicados en su movilizacién(Articulo 1, Figura 1; Articulo
2, Figura 2); i) pUO-SwR1 fue el Unico pldsmido conjugativo encontrado que contenia un Tn7
infacto (Articulo 2, Figura 2); iii) el conjunto integrén de clase 2-Tn7 se mostraba completo y
de localizacion Unicamente cromosdmica en §. Panama MUO 72/93 (Articulo 2, Figura 2); iv)
tres cepas de S. Virchow (LSP 231/90, LSP 244/90 y LSP 205/98, Articulos 1 y 2) poseian doble
copia del integrén de clase 2, una de localizacién cromosémica y asociada a un transposén
Tn7 completo, y ofra localizada en el pldsmido conjugativo pero asociada a un Tn7
delecionado (a la altura de ybfA en LSP 231/90 y LSP 244/90, y a la altura de thsD en LSP
205/98; Articulo 1, Figura 1; Articulo 2, Figura 2).



Dado que la transposicidn de Tn7 tiene lugar a través de un mecanismo no replicativo,
el hecho de que alguna de las cepas muestre dos copias del integrén de clase 2-Tn7 en su
genoma (una cromosdémica y otra plasmidica) apunta a que probablemente tienen origenes
distintos. Por un lado, la copia cromosdémica completa que se insertd en el sitio attTn7, y por
otro, la copia plasmidica que adquirid a través de un proceso conjugativo. En la mayoria de
los casos la copia plasmidica de Tn7 es defectiva, un hecho que ayudaria a la estabilizacién
del fransposdn con sus casetes génicas, algo que se ve reforzado por la integrasa de clase 2,

que no es funcional debido a la presencia de un coddén de parada en su secuencia.

Las interrelaciones entre casetes génicas, integrones, transposones y pldsmidos que
muestran nuestras cepas subrayan la importancia de la asociacién de diferentes elementos
genéticos en la dispersidén de la resistencia a antimicrobianos. En todas ellas se encontraron
pldsmidos de gran tamano (240-275 kb aproximadamente), en su mayoria conjugativos, que
otorgaban a la bacteria un fenotipo multirresistente. Como ejemplo podemos senalar a pUO-
SWR1 (el plasmido de la cepa S. Worthington LSP 7/93, Articulo 2), que contiene integrones de
clases 1 y 2 asociados a transposones de tipo Tn21 y Tn7 (Figura 20), junto con genes-R
adicionales que confieren resistencia a kanamicina, tetraciclina y estreptomicina. La posible

asociacion de estos Ultimos con elementos fransponibles adn no ha sido investigada.

/,f[ Y} T

Figura 20. Esquema del pldsmido conjugativo pUO-SwR1 y contenido en integrones y
transposones. Se desconoce la posicidén exacta en el plasmido de los elementos indicados.



Indicar también que en nuestros trabajos sélo se detectaron integrones de clase 2 en
cepas aisladas entre 1990 y 1998, todas ellas pertenecientes a serotipos no prevalentes de S.
enterica. Unicamente en los serotipos S. Virchow y S. Panama se encontré mds de un
aislamiento portador de integrones de clase 2, pero en ningUn caso mostraron un cardcter
clonal, siendo diferentes en cuanto a perfiles Xbal-PFGE, perfil plasmidico, fenotipo/genotipo
de resistencia (fenotipo/genotipo-R), asi como estructura y localizacién de integrones vy
transposones de tipo Tn21 y Tn7. Esta situacién contrasta con la encontrada en el clon de S.
Paratyphi B dT+ aislado en Alemania, caracterizado por contener un integrén de clase 2 con
las casetes génicas (dfrAl-sat2-aadAl) siempre de localizacion cromosdmica y que puede ir

o no acompanado del integrén de clase 1 de 1000 pb/aadATl (Miko et al., 2003).

Todas las cepas analizadas eran resistentes al menos a cuatro antimicrobianos, y el
andlisis de sus genotipos-R mostré que en muchos casos coexistian genes diferentes
responsables de la resistencia al mismo compuesto. Por ejemplo, frecuentemente se
detectaban en una misma cepa los genes aadAl vy sfrA-strB que confieren resistencia a
estreptomicina, y codifican una aminoglicédsido adenil transferasa y dos aminoglicésido
fosfotransferasas, respectivamente; o sull y sul2 responsables de la resistencia a sulfonamidas,
que codifican dihidropteroato sintetasas alternativas. También se podia encontrar mds de
una copia del mismo gen, como en el caso de la casete aadAl presente tanto en los

infegrones de clase 1 como en los de clase 2 que co-existen en algunas cepas.

Los genes-R no asociados a integrones se localizan en los pldsmidos conjugativos
descritos, como confirmaron los experimentos de hibridacién y conjugacién (Articulo 1, Figura
1; Arficulo 2, Tabla 1), y en algunos casos podrian estar insertados o ligados a otros
transposones. No se puede descartar la posible asociacién de blamrm1 (gen de una B-
lactamasa que confiere resistencia a ampicilina) con Tn3, o de fef(A) (codifica una bomba
de expulsion de tetraciclina) con Tni1721. De hecho, la presencia de estos elementos
transponibles es bastante comun en pldsmidos conjugativos de cepas multirresistentes de S.
enterica, como se demuestra en trabajos realizados en S. Brandenburg y S. Ohio por nuestro
grupo (Articulos 6y 7), y en otros serotipos de S. enterica aislados en diferentes paises (Frech y
Schwarz, 1999; Pezzella et al., 2004; Pasquali et al., 2005; Revilla et al., 2008). En concreto, el
transposdén Tn1721 se ha encontrado de forma completa, delecionada y/o en combinaciéon
con otros elementos transponibles en pldsmidos de bacterias Gram negativas de diversos
origenes, incluyendo S. enterica. Diferentes autores han descrito en numerosas ocasiones

elementos Tni1721 con deleciones mds o menos extensas que afectan a su “extremo



izquierdo”, donde se localiza el gen mcp (codifica una proteina que podria estar implicada
en quimiotaxis) y el mdédulo de transposicidn thpR-tnpA (Frech y Schwarz, 1999; Pezzella et al.,
2004; Revilla et al., 2008). A este respecto, cabe senalar que en cepas S. Brandenburg
analizadas por nuestro grupo, se detectd una variante de Tnl721 con ofro fipo de
organizacion, concretamente interrumpido en su regidon central debido a la insercidén de
IS186 entre los genes thpA y tetR (Arficulo 6, Figura 1b). Pero ademds, este transposén
también se ha encontrado en combinacidon con Tn3, portador del gen blamwema. Asi, Pasquali
et al. (2005) describe un Tn1721 que carece de la regién mcp/tnp y que estd asociado a un
Tn3 completo a nivel del gen tetR. Una situacion similar se ha encontrado en cepas S. Ohio
estudiadas por nuestro grupo, donde se detecta la asociacion Tn3-Tn1721, con el primero

insertado en el gen de la transposasa tnpA, que aparece delecionado (Articulo 7, Figura 1b).

Como hemos visto, en muchas ocasiones estos elementos genéticos aparecen
defectivos en su maquinaria de fransposicion, como ocurre en la mayoria de nuestras cepas
portadoras del transposén Tn7. Estos hechos apuntan a que los grandes pldsmidos
conjugativos probablemente vayan evolucionando mediante captacién y pérdida de
elementos genéticos modviles, insertdndose unos en otros, formando estructuras mds
complejas y provocando deleciones que estabilizan los bloques de resistencia en estas

“plataformas” auto-transferibles.

En base a los resultados obtenidos en aislamientos del Principado de Asturias, se llevd a
cabo un rastreo de integrones de clases 1, 2 y 3 a nivel nacional durante el periodo 2002-2004
(Articulo 3). Para ello se eligieron aislamientos multirresistentes de los serotipos mds frecuentes:
S. Enteritidis, S. Typhimurium y su variante monofdsica [4,5,12:i:-] y S. Hadar, asi como aquéllos
con un alto indice de multirresistencia (S. Virchow y S. Brandenburg, ademds de .

Typhimurium, el serotipo [4,5,12:i:-] y S. Hadar).

Lo mds destacable es la ausencia de integrones de clase 2 en las cepas analizadas, a
diferencia de lo obtenido en los trabajos previos (Articulos 1 vy 2). Sin embargo, este hecho
concuerda en parte con los resultados del Principado de Asturias, donde no se encontraron
cepas portadoras de integrones de clase 2 con posterioridad a 1998. Esta situacién contrasta
con la de ofros paises como Alemania, Japdn, Portugal y Holanda, en los que se siguen
encontrando en la actualidad este tipo de integrones en §S. enterica, aisladas tanto de
humanos, animales y alimentos como del ambiente (Miko et al., 2003; Ahmed et al., 2005;

Antunes et al., 2006; van Essen-Zandbergen ef al., 2007).



En cambio, integrones de clase 1 se detectaron en muchos de los aislamientos
analizados en el estudio a nivel nacional, con una proporcién del 73,1%, indicando una clara
relacion entre multirresistencia y presencia de estos elementos genéticos. La Unica excepcidn
fue el serotipo S. Hadar, en el que los aislamientos multirresistentes analizados carecian de
infegrones de clase 1, una situacion que reflejan también otros trabajos (Randall et al., 2004;
Miko et al., 2005; Martinez et al., 2005). Sefalar que, pese a detectar sdlo integrones de clase
1. estos elementos mostraban una alta variabilidad en tamano de regiones variables y
contenido en casetes génicas. En algunos aislamientos de S. Typhimurium y su variante
monofdsica [4,5,12:i:-] se hallaron integrones vacios, con regiones variables de entre 100 y 150
pb que no portaban casetes. En muchas ocasiones iban acompanados ademds, por otros
infegrones de clase 1 que si contenian casetes génicas. Dentro de estos Ultimos, se
identificaron hasta un total 10 regiones variables diferentes, cuyos tamanos oscilaron entre las
700 y las 2600 pb, y que fueron resultado de la combinacién de hasta 10 casetes génicas
distintas. Las casetes codificaban aminoglicésido adeniltransferasas para la resistencia a
estreptomicina y espectinomicina (aadAl, aadA2 y aadA24); dihidrofolato reductasas que
median resistencia a trimetoprim (dfrAl, dfrA7, dffA12 y dfrA16) y B-lactamasas responsables

de la resistencia a ampicilina (blaese-1, blaoxa1 y blaoxa-2).

Si revisamos los tipos y frecuencias de las distintas regiones variables se constata que
1600 pb/dfrAl-aadAl destacd por ser la mds frecuente y la de distribucion mds amplia entre
los distintos serotipos, seguida por 1000 pb/aadAl. El resto de regiones variables sdlo se
encontraron en un Unico serotipo. De entre ellas senalamos: 2600 pb/blaive-13-dfrA7-blr1088-
aac8-blaoxa2, presente sélo en un aislamiento monofdsico de S. Typhimurium. Esta
configuracién se encontrd por primera vez en aislamientos de S. Anatum y de S. Typhimurium
bifdsicos procedentes de alimentos, y curiosamente contiene cuatro casetes génicas
incompletas: blame13, dfrA7, birl088 y aac8 (O'Mahony et al., 2006). Esta organizacion
genética es inusual, y la estructura mosaico que presenta puede haber sido resultado de
varios eventos de recombinacién. Por otro lado, cabe destacar que la regién variable 2100
pb/dfrA1-597 pb-aadA24 y la casete génica aadA24 que contiene, son de nueva
descripcion. Este integréon se identificd en un Unico aislamiento de S. Enteritidis, y presenta una
region de 597 pb con estructura de casete génica. Su extremo final de 70 pb es similar al attC
de casetes aacA4 detectadas en integrones de Ps. aeruginosa (n°es de acceso EF138817 y
DQ393784) y de otra de funcidn desconocida localizada en el pldsmido pSp33 (n° de acceso
AY115476). El resto de la secuencia se trata de una orf incompleta en su extremo 5', cuya
traduccion da una identidad de mds del 40% con una proteina hipotética de Xanthomonas
oryzae (n° de acceso ZP_02244454) y con una posible casete génica de integron de una

bacteria de origen ambiental (n° de acceso FM867403); una identidad en torno al 30% la



presenta con proteinas hipotéticas conservadas de S. Virchow y S. Hadar (n°s de acceso
ZP_03213394 y ZP_02685272) y con otras hipotéticas codificadas por genes yjelV del genoma
de varias bacterias, incluyendo cepas de S. Typhi, S. Paratyphi y E. coli (n°s de acceso
NC_003198, AAV79904 y NC_007946).

En este trabajo no se estudid la asociacion entre integrones de clase 1 y fransposones
de la familia de Tn21, pero si su localizacidén en pldsmidos. De hecho, la mayoria de los
integrones de clase 1 se encontraban en pldsmidos de gran tamano (entre 40 y 340 kb). Las
Unicas excepciones fueron las cepas de S. Typhimurium portadoras de las dos regiones
variables 1000 pb/aadA2 y 1200 pb/blaese1, de ubicacidn cromosémica. Este resultado
concuerda con la presencia de la isla gendmica de resistencia SGI1, de la que ambos

integrones son componentes caracteristicos (Figura 11, Intfroduccién).

Respecto a ofros genes-R, strA-sfrB se encontraron ampliamente distribuidos en
aislamientos resistentes a estreptomicina, salvo en aquellos del serotipo [4,5,12::-].
Curiosamente dos aislamientos de S. Typhimurium presentaban un gen strA inactivo debido a
la insercidn en su secuencia de la casete génica dfrAl4, un fendmeno poco frecuente pero
gue ya se habia descrito en algunos aislamientos de E. coli (Ojo et al., 2002; Kikuvi et al.,
2007). Al igual que en el Principado de Asturias, en muchas cepas se detectaron genes
distintos que conferian resistencia al mismo antibidtico, sobre todo a estreptomicina o
estreptomicina-espectinomicina (genes strA-strB y aadAl) y sulfonamidas (sull, sul2 y sul3). Sin
embargo, este hecho generalmente no se daba entre genes de resistencia a cloranfenicol
(catAl, cmlA vy floR) y tetraciclina [tet(A), tet(B) y tet(G)], aunque se observan excepciones.
Asi, cuatro cepas del serotipo S. Brandenburg presentaban simultdneamente los genes catAl
y cmlA. Del mismo modo, en el serotipo S. Tyhpimurium se idenfificaron las siguientes
combinaciones: tet(A) y tet(G); cmiA y floR; catAl y floR; o catAl y cmlA; cada una portada
por una Unica cepa. Senalar que la deteccién de floR y tet(G) en los aislamientos portadores
del perfil de integrones 1000 pb/aadA2-1200 pb/blaeser es otro indicio de la presencia de
SCGI1. Este hecho se ve reforzado por los resultados de hibridacién, que localizan ambas
regiones variables en un mismo fragmento Xbal de pequeno tamano (<20 kb), similar al
esperado segun la posicidn que ocupan los sitios de restriccidon de este enzima en SGI1
(Mulvey et al., 2006).

Cabe destacar que todos los aislamientos de S. Virchow portadores del integrén 1600
pb/dfrA16-aadA2 contenian ademds el gen blacxmse que codifica una cefotaximasa, B-

lactamasa de amplio espectro que normalmente se encuentra formando parte de



integrones de clase 1 portadores de ISCR1. Actualmente la dispersidon de este tipo de genes
ha aumentado mucho en Europa, poniendo en serio peligro el uso de B-lactédmicos de
amplio espectro, de gran importancia clinica y veterinaria (ver apartado 4.b). El hecho de
que con frecuencia estos genes estén asociados a integrones de clase 1 portadores de otras
resistencias a antimicrobianos subraya una vez mds la importancia del fendmeno de co-

seleccidon y su impacto en clinica.

Ofro dato resenable es que se encontfraron aislamientos de S. Typhimurium con el
integron 2000 pb/blaoxa1-aadAl, que eran positivos para los genes catAl y tet(B). Este perfil
de resistencia ya habia sido identificado por nuestro grupo, asociado a la presencia de
transposones Tn9- Tn21 y Tni10 insertados en una isla de resistencia en pldsmidos hibridos VR
del tipo pUO-StVR (Herrero et al., 2008a).

En conclusién, y basdndonos en los resultados obtenidos en los Articulos 1, 2 v 3,
podemos decir que integrones de clase 2 sélo se encontraron en cepas de serotipos no
prevalentes aisladas durante o antes de 1998 en el Principado de Asturias. Sin embargo en un
periodo mds reciente (2002-2004) no se han detectado en cepas multirresistentes de
diferentes provincias espanolas. Pese a ello, los integrones de clase 1 estdn en una elevada
proporcién entre aislamientos que muestran multiples resistencias a antimicrobianos. Ademds
estos elementos genéticos normalmente van localizados en pldsmidos, en muchos casos

conjugativos, algo que indudablemente contribuye a su dispersidon entre cepas.

Dentro del fendmeno de la resistencia a antimicrobianos, la que afecta a los B-
lactdmicos de amplio espectro es de especial relevancia actualmente, debido a la elevada
diversificacion genética que se lleva observando en las dos Ultimas décadas y al impacto
gue ésta tiene en clinica humana y veterinaria. El caso concreto de los serotipos no tifoideos
de S. enferica es un buen ejemplo, ya que algunas de las infecciones que ocasionan
requieren un fratamiento antibidtico. En la mayoria de los casos estos microorganismos
provocan gastroenteritis autolimitadas que no precisan ser tfratadas con antimicrobianos. Sin
embargo, y especialmente en pacientes inmunocomprometidos, ninos de corta edad vy
ancianos, estos cuadros clinicos se ven con frecuencia complicados hacia episodios de
bacteriemia e infeccidn focal. Es en estas situaciones cuando se necesita la quimioterapia
para fratar la infeccion, empledndose las cefalosporinas de tercera generacion vy las

fluorogquinolonas como agentes de primera linea (Hohmann, 2001). Por tanto, la constante



emergencia de resistencias a este tipo de cefalosporinas supone un serio riesgo para la
sanidad publica, que afecta especialmente a ninos, para los cuales son drogas de eleccion
(Hohmann, 2001; Molbak, 2005). En lo que respecta a la medicina veterinaria, actualmente
estd permitido el uso de diferentes B-lactdmicos, incluyendo penicilinas y cefalosporinas de
primeraq, tercera y cuarta generacion (Li et al., 2007). Comparado con humanos, el niUmero
de cefalosporinas usadas en animales es mds reducido y algunas como ceftiofur (de tercera
generacion) y cefquinome (de cuarta) han sido desarrolladas exclusivamente para su uso en
veterinaria. No obstante, la aplicacion de estos compuestos en animales a lo largo de las
Ultimas décadas ha favorecido la dispersidn de resistencias entre microorganismos de

importancia en sanidad publica y sanidad animal.

Se han readlizado diversos estudios epidemiolégicos acerca de la incidencia de -
lactamasas en diferentes paises europeos, sin embargo actualmente no hay informaciéon
disponible acerca de la situacién de Alemania. Por este motivo, y teniendo en cuenta la
importancia de los animales destinados al consumo humano como reservorio de patdgenos
zoondticos, se buscaron BLEEs y enzimas AmpC en aislamientos de S. enterica procedentes

de alimentos y animales registrados en ese pais durante el periodo 2003-2007 (Articulo 4).

De entre las enzimas rastreadas, destaca el predominio de la familia de cefotaximasas
CTX-M-1, presente en 16 de los 26 aislamientos analizados. Esta situacién es similar a la de
otros paises europeos, donde los grupos CTX-M-1 y CTX-M-9 son los mds frecuentemente
detectados en diferentes enterobacterias de origen clinico y animal (Batchelor et al., 2005;
Meunier et al., 2006; Girlich et al., 2007; Li et al., 2007; Livermore et al., 2007; Coque et al., 2008;
Diestra et al., 2008). En concreto, en nuestro tfrabajo se identfificaron los genes blacxm1 en 15
aislamientos y blacmx-wm-1s en uno, ambos asociados con secuencias de insercidon responsables
de su expresion y su movilidad horizontal. En todos los casos se detectd una copia de ISEcp]
en posicion 5' con respecto al gen blacmix-m, pero la situacién variaba seguin los dislamientos.
Curiosamente, en nueve de los portadores de blacmxwm1 la secuencia I1S26 se habia insertado
interrumpiendo ISEcp1, dando lugar a una configuracién mds compleja que es de primera
descripcion en S. enterica. Esta estructura, no obstante, ya se habia encontrado en
aislamientos de E. coli (n°® de acceso FJ235692) y P. mirabilis (n° de acceso AJ416342), y
organizaciones similares también se habian identificado en diferentes enterobacterias,
asociadas a blacmix-m U otros genes de BLEEs (Eckert et al., 2006; Partridge, 2007). El resto de
cepas analizadas sélo presentaban ISEcpl hacia 5' del gen blacmx-w, mostrando Unicamente
variaciones en el nimero de nucledtidos de distancia hasta el codén de inicio de blacrx-m,
que fue menor en el caso de blacxmis (48 nucledtidos). Estos resultados subrayan
nuevamente el papel que la secuencia de insercion ISEcp 1 juega en la dispersion y expresidon
de genes de BLEEs (Figura 21; Karim et al., 2001; Poirel et al., 2003; Poirel et al., 2005a; Eckert et



4. Discusion

al., 2006). Pero ésta no es la Unica relacién entre blacixm y elementos genéticos mdviles,
puesto que todos ellos se localizaban en pldsmidos conjugativos de 30 a 130 kb,
principalmente de los grupos de incompatibilidad IncN e Incl1. Estos resultados son también
semejantes a los encontrados en otfros paises de Europa (Girlich et al., 2007; Novais et al.,
2007).
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Figura 21. Esquema de las diferentes asociaciones entre genes blactx-m e IS encontradas en
nuestras cepas (n°s de acceso: FM865625, FM865624 y FM865623).

La B-lactamasa CMY-2 fue la Unica representante de las enzimas tipo AmpC
encontrada en nuestro tfrabajo. Los genes plasmidicos que codifican este tipo de enzimas
(blacmy) son los mds ampliamente distribuidos entre aislamientos de E. coli y Salmonella spp.
de origen animal, y en concreto la cefalosporinasa CMY-2 se considera prevalente en ese
tipo de aislamientos (Li et al., 2007). Sin embargo, en nuestra serie, esta enzima se detecté
con baja frecuencia, apareciendo Unicamente en 6 de los 26 analizados. Por otro lado, en
todos los casos, blacmy-2 se localizdé en pldsmidos del grupo de incompatibilidad Incll, algo
que confrasta con frabajos llevados a cabo en Estados Unidos y Reino Unido, donde este
gen se localizaba principalmente en pldsmidos del grupo IncA/C (Carattoli et al., 2002;
Hopkins et al., 2006). En nuestro caso se detecta en una cepa de S. Kentucky y en cinco de S.
Agona, las cuales en base a sus perfiles Xbal-PFGE y a su fenotipo/genotipo-R podriamos

decir que pertenecen al mismo clon, aungue se aislaran en diferentes regiones y periodos.
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Sélo se encontraron dos aislamientos, de S. Paratyphi B dT+ y de S. Virchow, portadores
del gen blarwemsz2, y otros dos de S. Paratyphi B dT+ que contenian blarem20. Estos genes de
BLEEs presentan actualmente una incidencia menor que la correspondiente a los grupos
blacxm 0 blacmy. La baja frecuencia de blarms2 Y blarem20 en Alemania concuerda con la
situacion del resto de Europa, donde también se encontraron este tipo de enzimas en
agislamientos de Salmonella y E. coli de origen humano o animal (Jensen et al., 2006;
Cloeckaert et al., 2007). En nuestro caso, ambos genes estaban localizados en pldsmidos del
grupo de incompatibilidad Incll, en su mayoria conjugativos, resultados similares a los

descritos en cepas de Bélgica y Francia (Cloeckaert et al., 2007).

Ademds de la resistencia a B-lactdmicos, la mayoria de nuestros aislamientos
mostraban también fenotipo resistente frente a otros antimicrobianos, una caracteristica que
se observa actualmente entre muchos microorganismos productores de BLEEs y enzimas
AmpC. Este hecho es sin duda preocupante, dado que confribuye al mantenimiento de
estas variantes en la poblacién a través de fendbmenos de co-seleccion (Coque et al., 2008).
En nuestra serie, se detectaron genes de resistencia a cloranfenicol (floR), estreptomicina y
espectinomicina (aadAl, strA-strB), gentamicina y kanamicina (aadB, aphAT), sulfonamidas
(sull, sul2), tetraciclina [tet(A), tet(B), tet(G)] y trimetoprim (dfrAl, dfrA7), asi como resistencia
al &cido nalidixico, que se debia a mutaciones en el gen gyrA. A este respecto, es
importante resaltar que los tres aislamientos que eran resistentes a quinolonas, presentaban
ademds sensibilidad reducida a fluoroguinolonas. Sin embargo, en ninguno de los
aislamientos analizados se enconfraron genes qgnr, que codifican un mecanismo de
resistencia a estos compuestos mediado por pldsmidos, y que en muchas ocasiones aparece

en enterobacterias productoras de BLEEs (Nordmann y Poirel, 2005).

Algunos de los genes-R presentes en nuestra serie, se enconfraban como casetes
génicas formando parte de integrones de clases 1 y/o 2. En concreto, cuatro regiones
variables distintas dieron lugar a tres perfiles de integrones de clase 1: 1000 pb/aadAT; 1600
pb/dfrAl-aadAl y el par 800 pb/aadB-1200 pb/blaese1. Este Ultimo perfil, presente en siete
aislamientos de S. Typhimurium, es de especial interés, por ser el Unico que contiene una
casete génica para una B-lactamasa (blaese-1) y por formar parte de una variante de la isla
de resistencia SGI1 denominada SGI1-M. Esta variante se caracteriza por presentar, en su
region de multirresistencia, el grupo de genes-R: aadB-sull-floR-tet(G)-blapse1 donde a
diferencia de SGI1, el gen aadA2 ha sido sustituido por aadB (Vo et al., 2007). Fue descrita

por primera vez en Holanda, en una cepa de S. Typhimurium aislada de caballo, un origen



compartido por cuatro de nuestras siete cepas positivas para SGI1-M (Articulo 4, Tabla 1).
Estas también muestran perfiles Xbal-PFGE caracteristicos (denominados T1, Tla y Tib,
Articulo 4, Figura 2), donde T1 es el mayoritario e idéntico al del trabajo de Vo et al. (2007).
Las pequenas variaciones que se observan entre T1, Tla y Tlb son debidas presumiblemente
al diferente contenido en pldsmidos, que resulta en la aparicidon de bandas adicionales <130
kb (Articulo 4, Figuras 1y 2). Los pldsmidos conjugativos de nuestras cepas varian en tamano
entre 90 y130 kb, pertenecen a los grupos de incompatibilidad Incl1, IncN o IncB/0, y son sélo
portadores de los genes-R blacmxm1 0 blacimis. SU presencia, junto con la deteccion de
genes-R cromosdmicos adicionales (aadAl, strA-strB, sul2) en algunas de ellas, suponen las
principales diferencias con respecto a la cepa S. Typhimurium donde se descubrié por

primera vez SGI1-M.

Otro resultado destacable es la deteccidén de integrones de clase 2 con la regién
variable 2300 pb/dfrAl-sat2-aadAl caracteristica de Tn7, idénfica a la encontrada en
aislamientos del Principado de Asturias (Articulos 1 y 2). En el estudio correspondiente a
Alemania sélo aparecié en cepas del serotipo S. Paratyphi B dT+, independientemente del
tipo de B-lactamasa que portaran. Basdndonos en los perfiles Xbal-PFGE, estas cepas
muestran un patrén similar al del clon alemdn previamente descrito (Miko et al., 2003), en el
que el integréon de clase 2 es de localizacién cromosdémica y puede ir o no acompanado de
ofro de clase 1, con la regién variable 1000 pb/aadAl. En base a nuestros datos podemos
inferir ademds una evolucidn de este clon, que ha adquirido a lo largo del tiempo pldsmidos,
en su mayoria conjugativos, portadores de diferentes B-lactamasas de amplio espectro:

blactx-m-1, blaem-s2 0 blarem-2o.

En resumen, la informacién aportada hace de nuevo hincapié en la importancia de los
elementos genéticos mdviles portadores o asociados a genes-R, que condicionan en gran
medida la dispersion que pueden tener entre las bacterias y que son de gran relevancia
sobre todo en el caso de BLEEs y cefalosporinasas AmpC, dada la importancia clinica que las

cefalosporinas de amplio espectro fienen en medicina humana y veterinaria.

Otra tendencia preocupante que se lleva observando en los Ultimos afos en S.
enterica es la emergencia de pldsmidos hibridos portadores tanto de funciones de resistencia
como de virulencia. Este fendmeno se ha descrito en cepas de los serotipos S. Typhimurium,

su variante monofdsica [4,5,12:i:-] y S. Choleraesuis (Guerra et al., 2000b; Chu et al., 2001;



Guerra et al., 2001; Guerra et al., 2002). La formacién de estas moléculas hibridas puede
tener lugar bien mediante la ganancia de funciones de virulencia por parte de pldsmidos-R
de diferentes grupos de incompatibilidad, bien mediante la adquisicién de genes-R por parte
de los pldsmidos-V especificos de serotipo. Un ejemplo del primer supuesto es el pldsmido
pUO-StVR3, encontrado en aislamientos de la variante monofdsica de S. Typhimurium. Este
elemento genético probablemente deriva de un pldsmido-R que adquirid, al menos, la
region spv de pSTV, el pldsmido-V especifico de S. Typhimurium (Guerra et al., 2001). Por el
contrario, los del grupo pUO-StVR2 de §. Typhimurium se originaron a partir de pSTV tras la
adquisiciéon, en un Unico paso o de forma secuencial, de 47,6 kb de ADN exdgeno, que
incluyen una regién-R compleja y genes-V adicionales (Herrero et al., 2008a). Por otfro lado, el
pldsmido hibrido descrito en S. Choleraesuis se atribuye a fendmenos de co-integracion entre
pPSCV, el pldsmido de virulencia especifico de serotipo, y pldsmidos-R (Chu et al., 2001). En
cuanto a S. Enteritidis sélo Lianes et al. (1999) describieron la presencia de un pldsmido hibrido
en dos aislamientos clinicos. En dicho trabajo se comprobd, mediante experimentos de
hibridacion y conjugacién, que el pldsmido portaba el gen-R blamrm-1 junto con la regién de
virulencia spvCD-orfE. Su tamano era de 52 kb, se transferia por conjugacién a E. coli y
pertenecia al grupo de incompatibilidad IncFIC. Mostraba un patrén de fragmentos de
restriccion diferente al de otros pldsmidos detectados en el frabajo, pero no se conocen mds

datos acerca de su regién de resistencia o de las funciones de virulencia que presentaba.

En el desarrollo experimental de la presente Tesis se encontrd un nuevo pldsmido
hibrido derivado probablemente de pSEV, el pldsmido de virulencia caracteristico de S.
Enteritidis. Este pldsmido, denominado pUO-SeVRI1 (pldsmido Universidad de Oviedo-S.
Enteritidis de Virulencia-Resistencia 1), tiene aproximadamente 100 kb, es movilizable, pero no
conjugativo en las condiciones ensayadas, pertenece al grupo IncFll y se detectd en un
aislamiento clinico de S. Enteritidis (Articulo 5). Experimentos de clonacidn y secuenciacién
permitieron realizar una caracterizacién molecular parcial de pUO-SeVRI1, que reveld la
organizacion de los diferentes genes-R presentes en el pldsmido. Por un lado, contiene un
integron de clase 1 con una regién variable de 700 pb y la casete génica dfrA7. Este integrén
estd tipicamente asociado a un transposdn de la subfamilia de Tn21, concretamente a
Tn5086 (Sundstrom et al., 1993), que posee los genes de la fransposasa y resolvasa necesarias
para su movilizaciéon (thpA y tnpR, respectivamente), asi como el operdn mer responsable de
la resistencia a mercurio. El integron In22, con dfrA7 como Unica casete génica, carece de
las secuencias de insercién 1S1326 e IS1353 a continuacién de su segmento 3'CS (Figura 18;
Liebert et al., 1999). Sin embargo, en pUO-SeVRI1, el transposdn de tipo Tn5086 estd
incompleto: aparece sélo el gen thpM y no se detectan thpA, tnhpR ni el segmento merA-

merC. Los datos de secuencia de que disponemos nos muestran una estructura mds



compleja, con una delecién de la regién 3'CS del integrén a la altura de orf5, provocada por
la insercidn de una copia de IS26. Siguiendo a ésta se encuentra orfl (de funcién
desconocida), el gen-R catA2 (que codifica una cloranfenicol acetiltransferasa) y la
secuencia de insercién 1S4321 (Articulo 5, Figura 2a). La organizacion 1S26-orf1-catA2 se ha
observado en pldsmidos de resistencia de diferentes serotipos de S. enterica (n°s de acceso:
CP0O01125, AB262968) y otras enterobacterias como E. coli (n° de acceso: CP000971) o K.
pneumoniae (n° de acceso: DQ449578). En la mayoria de estos casos el fragmento orfl-
catA2 estd enmarcado por dos copias de 1526, formando de esta manera un transposon
compuesto. En pUO-SeVR1, sin embargo, proximo al extremo 3' de catA2 se detecta 1S43217,
una secuencia de insercion identificada previamente en pldsmidos de S. Typhi, S. Newport, K.
pneumoniae o V. cholerae (n°s de acceso: AL513383, CP000604, AJ609296, DQ310703). En
cuanto al gen de resistencia a cloranfenicol cabe senalar que anteriormente se habia
asumido que catAl era el gen-R de la cepa CNM 4839/03, en base a experimentos de
amplificacion por PCR (Articulo 3, Tabla 2), pero la secuenciaciéon demostré que en realidad
se frataba de catA2, que codifica una cloranfenicol acetil fransferasa de tipo 2 (Articulo 5).
Dicho gen se ha encontfrado con frecuencia en pldsmidos de diferentes serotipos de S.
enterica (n°s de acceso: AB262968, EU219534, AY509004) asi como de otras bacterias Gram

negativas como K. pneumoniae (Chen et al., 2006b).

Otros genes-R presentes en pUO-SeVR1 estdn también asociados a transposones, lo
que resalta el papel que estos elementos genéticos moviles pudieron haber jugado en la
formacién de la regién o regiones de resistencia. Tal es el caso del gen tet(A), de resistencia
a tefraciclina, que aparece asociado a un Tnl721 aparentemente intacto, aunque se
necesita completar su secuencia para confirmarlo (Articulo 5, Figura 2b). Como ya se habia
comentado anteriormente (apartado 4.a), este transposdn también se detectd en cepas de
S. Brandenburg y S. Ohio analizadas por nuestro grupo, aungue en estos casos aparecia

alterado por diversos eventos genéticos (Articulos 6y 7).

En pUO-SeVRI1 el gen blawem1 de resistencia a ampicilina es probablemente aportado
por Tn3, ya que aparece préximo a la secuencia del gen de la resolvasa de este transposdn
(thpR) (Articulo 5, Figura 2c). En base a los resultados de secuenciacion, la insercidén de Tn3
pudo haber ocasionado la delecion parcial de mucB (del operdn mucAB), localizado hacia
el extremo 3’ del gen de la B-lactamasa (Articulo 5, Figura 2c). Los genes mucA y mucB se
describieron por primera vez en el pldsmido R46 de S. Typhimurium (n° de acceso:
NC_003292) y andlisis posteriores determinaron su homologia con el par umuCD, localizado
en el cromosoma de E. coli. Ambos operones participan en procesos de replicacidén que se
activan en condiciones de estrés. Ante danos severos en el ADN, como la formacion de los

dimeros de bases que provoca la radiacion ultravioleta, se desencadena la respuesta S.0.S.



Este mecanismo, enfre otras funciones, activa polimerasas capaces de sintetizar la nueva
cadena complementaria, incluso con la presencia de lesiones, a cambio de cometer errores
enla lectura. A este tipo de ADN polimerasas pertenece pol Rl (producto del gen plasmidico
mucB) que es un homdlogo funcional de pol V (producto del gen cromosdémico umuC). La
proteina MucA interviene también en el proceso, permitiendo las interacciones requeridas en
la activacién y el funcionamiento de pol Rl (Goldsmith et al., 2000). El operdn mucAB suele
encontrarse en pldsmidos conjugativos de amplio rango de hospedador que normalmente
portan multiples resistencias a antimicrobianos. El porqué de su presencia en este tipo de
pldsmidos no estd claro, pero se enuncian dos hipdtesis como las mds probables: por un lado
constituyen un sistema ‘“rudimentario” de reparacidn de ADN, que confribuiria a la
continuidad del replicdn incluso cuando se producen lesiones graves en su secuencia; y por
otro, su accién conlleva una elevada mutagénesis, algo que facilitaria la adaptacion a
nuevos ambientes infracelulares (Goldsmith et al., 2000). En pUO-SeVRI1, los genes mucAB
muestran una identidad del 60% aproximadamente con las del operén de pR46 de S.
Typhimurium indicado arriba. Sin embargo, son idénticas en mds de un 96% con los
enconfrados en otros pldsmidos como R446b de Morganella morganii, p471a de Serratia
marcescens o pCTXM360 de K. pneumoniae (n° de acceso: AF027767, AF027768, EU938349).
El gen mucB de pUO-SeVRI1 presenta una delecidén de 350 pb en su extremo 3' que en
principio no afectaria a la secuencia de aminodcidos de los sitios activos de la proteina, pero
desconocemos si el producto de este gen podria realmente seguir siendo funcional. La
presencia de genes para este tipo de ADN polimerasas en un pldsmido hibrido es todavia un
interrogante, aunque la elevada mutagénesis y funcién reparadora que se atribuye a este

fipo de enzimas pueden ser la respuesta.

Préoximas a mucAB, se localizan dos orfs que codifican proteinas idénticas en un 96% a
los productos de los genes peml y pemK del pladsmido R-100 de Sh. flexneri (n° de acceso:
NC_002134; Tsuchimoto et al., 1988). Estos genes forman un operdn que codifica un sistema
toxina-antitoxina importante para la estabilidad de la herencia del pldsmido durante la
division celular. En concreto pemK codifica una proteina cuya actuacion consiste en inhibir la
division de las células carentes de pldsmido, lo que finalmente conlleva a la muerte de las
mismas. El producto de peml por su parte, es un polipéptido mds ldbil que suprime esta
acciéon inhibitoria de PemK y lo hace a un nivel post-traduccional. No se conocen mds
detalles acerca de la diana celular de PemK o del mecanismo de accion concreto de Peml.
No obstante, se sabe que se produce la muerte de aquellas bacterias que durante la division
celular no hayan heredado una copia del pldsmido, dado que aun contendrdn en su
citoplasma el factor téxico PemK estable, mientras que la alta labilidad de Peml impedird el

desempeno de su funcién protectora (Tsuchimoto et al., 1988; Tsuchimoto et al., 1992). Este



sistema es muy eficaz asegurando la propagacién del replicdn en una linea celular. Su
mecanismo de actuacién es similar al que utilizan los productos de los genes ccdA-ccdB del
factor F, que también estdn presentes en los pldsmidos-V pSTV (especifico de S. Typhimurium)
y pSDV (pldsmido-V de S. Dublin), mientras que en pSCV (de S. Choleraesuis) sélo se
encuentra ccdB y se desconoce si ambos genes o alguno de ellos estdn en el pldsmido-V
PSEV especifico de S. Enteritidis (Haneda et al., 2001; Chu y Chiu, 2006). La presencia de este
tipo de sistemas en un pldsmido hibrido es un hecho especialmente relevante, ya que al
asegurar su mantenimiento en la linea celular estd preservando las funciones de resistencia y
virulencia que codifica. Cabe destacar que en el pldsmido hibrido pUO-StVR2 de S.
Typhimurium se identificaron dos sistemas toxina-antfitoxina responsables de su estabilidad
(Herrero et al., 2008a). Por un lado contenia el operdn ccdAB procedente de pSTV, y por otfro
el sistema vagCD, originalmente detectado en pSDV de S. Dublin (Gerdes et al., 2005). El
hecho de mostrar un sistema toxina-antitoxina adicional, proporciona a pUO-StVR2 un nivel
extra de seguridad, que refuerza la capacidad de este pldsmido de bajo niUmero de copias

para mantenerse en una linea celular.

Por otro lado, en pUO-SeVRI1, hacia el extremo 5' del gen peml se enconfraron una de
las IR del fransposén Tn5393 seguida de los genes de resistencia a estreptomicina strA-strB y
los Ultimos nucledtidos del extremo 3' del gen de resistencia a sulfonamidas sul2 (Articulo 5,
Figura 2c). Es necesario completar la secuencia de nucledtidos para saber si efectivamente
se trata de un transposén derivado de Tn5393 (Chiou y Jones, 1993) que contenga sul2
completo o defectivo, aunque mediante técnicas de PCR no se pudo detectar este gen-R.
En cualquier caso, la situacién que muestra esta regidén de pUO-SeVR1 es muy similar a la
combinacioén strB-strA-sul2 que aparece con frecuencia en pldsmidos o en el cromosoma de
diferentes serotipos de S. enterica (n°s de acceso: AY524415, AF542061) o de otras especies

bacterianas como V. cholerae o K. pneumoniae (n°s de acceso: AB114188, FJ223605).

En pUO-SeVR1, la o las regiones de resistencia parecen haberse incluido en el pldsmido
de virulencia de S. Enteritidis pSEV. De hecho, pUO-SeVR1 y pSEV comparten una serie de
propiedades como el grupo de incompatibilidad (IncFll), su cardcter no conjugativo
(ausencia del gen fral, aunque pUO-SeVR1 es movilizable), y la presencia de genes-V
caracteristicos de muchos pldsmidos-V de S. enterica (spvA, spvB, spvC, spvR, rsk, rck, parA,
parB, mig-5, srgB. srgC, pefA, pefB, pefC y pefD). Sin embargo la region pefl-orf7 y el gen srgA
no estdn presentes en pUO-SeVRI1, y dada la localizacidon proxima que presentan estos
genes-V, su delecién podria estar indicdndonos el sitio de insercidén de los genes-R en el
plasmido hibrido. Una situacién similar se ha observado en los pldsmidos del tipo pUO-StVR2
de S. Typhimurium, en los que la ganancia de la regidon de resistencia ocurrid a costa de una

delecion que elimind la mayor parte del operdn pef (Herrero et al., 2008a).



Los datos disponibles hasta el momento nos muestran el importante papel que
pudieron haber jugado diferentes elementos genéticos moéviles en la formacién de pUO-
SeVRI1. Asi nos encontramos ante una estructura mosaico, compuesta por multiples genes-R,
secuencias de insercion, transposones e integrones, que sugiere una participacion de
eventos de transferencia génica horizontal bajo presion selectiva en la adqguisicién de las

resistencias por parte de pSEV.

La emergencia de este tipo de pldsmidos hibridos es un buen ejemplo de evolucion
bacteriana que puede conducir a una co-seleccién de determinantes-R y V. La presencia
de ambas funciones en la misma molécula otorga una gran flexibilidad a la bacteria, que
puede adaptarse fadciimente a cambios ambientales segun qué tipo de genes le supongan
una ventaja selectiva. Pero ademds es especialmente resenable que estos pldsmidos, de
gran tamano y normalmente de bajo nimero de copias, contengan sistemas que aseguran
su mantenimiento en la poblacién microbiana aun en ausencia de presiones selectivas
(como es el caso del operdn pem encontrado en pUO-SeVR1 o los loci ccdAB y vagCD
descritos en pldsmidos hibridos tipo pUO-StVR2). Estos hallazgos subrayan que la
frascendencia de estas moléculas “egoistas” no sélo estriba en las funciones adaptativas que
proporcionan a la célula, sino también en su capacidad para mantenerse de forma estable

en una poblacion bacteriana y para diseminarse a otras diferentes.

En resumen, estos plasmidos son estructuras complejas que se forman probablemente
como resultado de diversos procesos de recombinacién en los que participan elementos
genéticos méviles. Asimismo vemos que estas unidades genéticas vy la transferencia horizontal
son verdaderos motores de la evolucién, que tienen un gran impacto no sélo en la dispersion
de genes-R, sino también promoviendo la formacién de organizaciones mds complejas,
eficaces y estables. En concreto destaca la deteccién de estos procesos en S. enterica,
sobre todo en los serotipos prevalentes (S. Typhimurium y S. Enteritidis), debido a que se frata
de un microorganismo zoondtico con un amplio rango de hospedador y que comparte
nicho ecoldgico con ofras muchas especies bacterianas causantes de enfermedades tanto

en hombre como en animales.

Los resultados expuestos en la presente Tesis Doctoral son ejemplo de la complejidad
que afecta a las bases genéticas de la resistencia a antimicrobianos. En las cepas analizadas
se han identificado diversos genes-R que, en la mayoria de los casos, estaban asociados a

unidades genéticas capaces de promover su captacién, expresidn, reorganizacion,



dispersidén y mantenimiento. De hecho, las diferentes interrelaciones que se establecen entre
estos componentes juegan un papel muy importante en la dindmica de la resistencia. Vemos
por tanto que en el problema global de la resistencia, los genes-R no son los Unicos
protagonistas, ya que las “piezas de ADN traslocativas” y “dispersivas” juegan igualmente un
papel fundamental (Baquero, 2004). Estos elementos genéticos, con sus mecanismos de
transposicidn y mantenimiento, hacen que el control y desaparicion de las resistencias no sea
tan sencillo y rdpido como su emergencia. Ademds, en contra de lo que se solia pensar, la
ganancia de este ADN accesorio no siempre supone una reduccion significativa de la
eficacia biolégica ('fitness’) de las bacterias y, cuando esto es asi, los sistemas de
mantenimiento y la generacion de “cambios compensatorios” en el genoma, permiten la
persistencia de variantes resistentes incluso con presiones selectivas muy bajas (Andersson y
Levin, 1999). Otro hecho a destacar es la aparicion de moléculas hibridas portadoras de
diferentes tipos de funciones adaptativas (como por ejemplo los pldsmidos VR), cuya
estabilidad se ve favorecida por los fendmenos de co-seleccion. Un estudio reciente
redlizado en una poblacidn que presentaba una minima exposicidn a compuestos
antibidticos es un ejemplo de esta situacidon (Pallecchi et al., 2007). Los aislamientos
comensales de E. coli analizados en el frabajo mostraban numerosas resistencias adquiridas y
una marcada heterogeneidad, lo que descartaba la posible dispersion de un clon en la
poblacidn. Encontrar los motivos que expliquen este tipo de situaciones no es sencillo, pero
sin duda, los elementos genéticos moviles, una reducida afectacion de la eficacia bioldgica

y los fendbmenos de co-seleccidn pueden ser las principales claves (Pallecchi et al., 2007).

El caso concreto de Salmonella tiene un peso importante en la salud publica, no sélo
por ser uno de los principales agentes causales de gastroenteritis en todo el mundo, sino
también por la elevada incidencia de aislamientos multirresistentes. Dentro de este género,
los serotipos no tifoideos de S. enterica, por su amplia distribucion en la naturaleza y por
presentar un reservorio animal, son considerados parte activa en la donacidon y recepcién de
genes-R (Michael et al., 2006).

En base a estas consideraciones se deduce que una politica antibidtica restrictiva
conftribuird a reducir la emergencia y dispersion de la resistencia, pero por si sola es una
medida insuficiente para solucionar el problema. AUn estamos empezando a comprender la
dindmica y fuerzas que dirigen el flujo de genes-R, por eso los trabajos que profundizan en las
bases moleculares de la resistencia son esenciales. Sélo desde el conocimiento se pueden
conseguir nuevos avances en la lucha contra la multirresistencia, logrando asi minimizar la
amenaza de infecciones bacterianas dificiles o incluso imposibles de tratar. Los resultados de

la presente Tesis Doctoral suponen una nueva aportacion en este campo.



5. CONCLUSIONES
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Se describe por primera vez la presencia de integrones de clase 2 en
pldsmidos y/o cromosoma de los serotipos Grumpensis, Panama, Virchow y Worthington de
Salmonella enterica. Estos integrones se detectaron en cepas clinicas aisladas en el
Principado de Asturias entre los afos 1990 y 1998, no encontrdndose en aislamientos clinicos

ni de ofros origenes, posteriores a esa fecha.

Todos los integrones de clase 2 analizados correspondian a un mismo tipo,
con la regién variable mds frecuente en esta clase (2300 pb/dfrAl-sat2-aadAl), siempre
asociada a copias completas o defectivas del transposén Tn7. El integrén de clase 2
aparecia acompanado de un integron de clase 1, pero con dos tipos de configuraciones en
su region variable: una de ellas ampliamente distribuida en bacterias (1000 pb/aadATl) vy la
otra de nueva descripcion (2300 pb/estX-smr-aadAl), en ambos casos portados por
transposones de tipo Tn21. Estos conjuntos integréon-transposdn se localizaban principalmente

en pldsmidos de gran tamano (~275 kb), en su mayoria conjugativos.

En cepas clinicas multirresistentes procedentes de otras regiones espanolas y
correspondientes al periodo 2002-2004, no se hallaron integrones de clase 2. Por su parte, los
de clase 1 aparecieron en un 73,1% de los aislamientos, identificdndose hasta 10 fipos de
regiones variables diferentes. De entre ellas, la definida como 2100 pb/dfrA1-597pb-aadA24
es de nueva descripcion, al igual que su casete génica aadA24. Todos los integrones
detectados se localizaban en pldsmidos de tamano variable (~40-340 kb), excepto el perfil

1000 pb/aadA2-1200 pb/blarse-1 que forma parte de la isla cromosdmica de resistencia SGI1.



En cepas de animales y alimentos aisladas de Alemania, se encontraron
infegrones de clase 2 con la combinacién de casetes génicas caracteristica de Tn7 (dfrAl-
sat2-aadATl). En ocasiones iban acompanados de un integrén de clase 1 (1000 pb/aadAl) y
eran de localizacién cromosdmica. Solo los presentaban aislamientos pertenecientes al clon

de S. Paratyphi B dT+ endémico del pais.

De las 119 cepas espanolas analizadas, Unicamente 16 (todas del serotipo S.
Virchow) portaban B-lactamasas de espectro extendido, en concreto CTX-M-9. En el caso de
las cepas alemanas, la familia de cefotaximasas CTX-M-1 fue la predominante entre
diferentes serotipos no tifoideos, aislados principalmente de animales y alimentos. Los genes
gue las codifican aparecen asociados con secuencias de insercién tipo ISEcpl, que
participan en su expresion y dispersidon. Les siguen en frecuencia las B-lactamasas CMY-2
(perteneciente al grupo de enzimas AmpC plasmidicas), TEM-52 y TEM-20. Los genes de estas

enzimas se encontraban localizados en pldsmidos (~30-130 kb) mayoritariamente conjugativos.

Se describe por primera vez un pldsmido hibrido de virulencia-resistencia en S.
Enteritidis (pUO-SeVR1) de aproximadamente 100 kb, perteneciente al grupo de
incompatibilidad IncFll, y que confiere resistencia a ampicilina, cloranfenicol, estreptomicina,
sulfonamidas, tetraciclina y trimetoprim. Contiene un integrén de clase 1 poco frecuente (700
pb/dfrA7) y diferentes elementos transponibles (Tn3, Tn1721, 1S26, 1S4321) asociados a genes
de resistencia. Estos elementos parecen haberse insertado en el pldsmido de virulencia
especifico del serotipo (pSEV), aparentemente en la zona pefl-srgA, provocando su delecion.
La emergencia de pldsmidos de resistencia derivados de pSEV en S. Enteritidis, el serotipo
prevalente en toxiinfecciones humanas, debe considerarse como una alerta tanto en salud

publica como en sanidad animal y requiere una especial vigilancia.

Los resultados de esta Tesis Doctoral ilustran el concepto de “ingenieria
evolutiva”, vy reflejan la importancia de las secuencias “acompanantes” de un gen y sus

propiedades combinatorias en la adaptabilidad bacteriana.



First descripfion of class 2 integrons in plasmids and/or the chromosome of
Salmonella enterica serovars Grumpensis, Panama, Virchow and Worthington. These integrons
were detected in clinical strains from the Principality of Asturias recovered between 1990 and
1998. Class 2 integrons were not found in later years, neither in clinical isolates nor in isolates of

other origins.

All class 2 intfegrons analyzed belonged to the same type, showing the most
frequent variable region of this class (2300 bp/dfrAl-sat2-aadAT), always carried by complete
or deleted copies of the Tn7 fransposon. The class 2 integrons appeared together with a class
1 integron, which could have two different variable regions: one of them widely represented
in bacteria (1000 bp/aadAl), and the other of new description (2300 bp/estX-smr-aadAl),
both inserted within Tn2l1-like transposons. These integron-transposon structures were

principally located on large plasmids (~275 kb), mainly conjugative.

In multiresistant clinical strains from other Spanish regions, isolated during 2002-
2004, class 2 integrons were not detected. However, class 1 integrons appeared in 73.1% of
isolates, distinguishing 10 different variable regions. Of them, 2100 bp/dfrA1-597bp-aadA24 is
of new description, as well as the gene cassette aadA24. All integrons studied were located
on plasmids of variable size (~40-340 kb), excepting the profile 1000 bp/aadA2-1200 bp/blapse-

1 which belongs to the genomic island SGI1.



In strains of food and animal origin isolated in Germany, class 2 infegrons were
only found in S. Paratyphi B dT+ isolates, belonging to the endemic clone identified in the
country. The class 2 integrons have the gene cassette configuration characteristic of Tn7
(dfrAl-sat2-aadAT), were chromosomally located and some of them appeared together with

a class 1 integron (1000 bp/aadAT).

Of the 119 Spanish strains analyzed, just 16 of serovar §. Virchow carried
extended spectrum B-lactamases, specifically CTX-M-9. Among the German strains, the CTX-
M-1 family was the predominant in different non-typhoidal serovars, mainly isolated from food
and animals. Moreover, their encoding genes were associated with ISEcpl-like insertion
sequences, which are involved in their expression and dispersion. Other B-lactamases: CMY-2
(an AmpC enzyme), TEM-52 and TEM-20 were also identified. The encoding genes of all these
enzymes were located on plasmids of variable size (~30-130 kb), most of them self-

tfransferable.

First description of a virulence-resistance hybrid plasmid in S. Enteritidis
(lobelled pUO-SeVRI1) of ca. 100 kb, belonging to the incompatibility group IncFll, and which
confers resistance to ampicillin, chloramphenicol, streptomycin, sulphonamides, tetracycline
and tfrimethoprim. It harbours a class 1 infegron with the variable region 700 bp/dfrA7 and
other resistance genes associated with different transposable elements (Tn3, Tn1721, 1S26,
IS4321). These elements have been apparently inserted into pSEV, the virulence plasmid
specific of S. Enteritidis, probably within the pefl-srgA region, causing its delefion. The
emergence of virulence-resistance plasmids in the serovar most frequently associated with
human toxiinfections, must be considered an epidemiological alert in human and animal

health, and requires special surveillance.

7.- The results compiled in this Doctoral Thesis illustrates the concept of
“evolutionary engineering”, and show the significant role of “adjacent” sequences to a

particular gene and their combinatorial properties in bacterial adaptability.
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