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1. Introduccion

La salmonelosis constituye uno de los principales problemas de salud publica, asi como un
importante coste para la sociedad en muchos paises del mundo. Millones de casos son reportados
todos los afios produciéndose altos indices de morbilidad y mortalidad (1). En los tltimos afios
ha habido un aumento significativo en la incidencia y la severidad de los casos de salmonelosis,
la mayoria de ellos en paises pobres cuyas condiciones socioecondmicas y sanitarias favorecen la
proliferacién de estos microorganismos (1). En este sentido, debemos hacer un especial énfasis
en la ya conocida diarrea del viajero donde el género Salmomnella también juega un papel
importante a nivel mundial. En la actualidad el hombre tiene la mayor capacidad de
desplazamiento de la historia de la humanidad, hasta el punto de que ningun punto de la tierra
dista de otro mas de 36 horas, periodo de tiempo inferior al de incubacion de la mayoria de los
agentes infecciosos. La diarrea del viajero constituye uno de los problemas de salud mas
frecuentes en los viajes internacionales y es la infeccidn mas frecuente en los turistas (2).

El género Salmonella debe su nombre al célebre patdlogo Salmon que la describid por primera
vez al aislar Salmonella Cholerasuis del intestino del ganado porcino (3). Desde hace tiempo la
existencia de multiples especies de Salmonella era taxonomicamente aceptada. Sin embargo,
recientemente como resultado de experimentos que indican un alto grado de similitud en el ADN
el género se dividi6 en dos especies solamente, cada una con multiples subespecies como se

describe a continuacion:

a) Familia: Enterobacteriaceae

Género: Salmonella

Especies: Salmonella enterica subespecie enterica (1) y Salmonella bongori subespecie V



- subespecie salamae (11)

- subespecie arizonae (I11a)

- subespecie diarizonae (11Ib)

- subespecie houtenae (IV)

- subespecie indica (VI)

b) Caracteristicas microbiologicas:

El género Salmonella estd compuesto por microorganismos Gram-negativos, en forma de bacilos
anaerobios facultativos que no forman espora y miden aproximadamente 2 - 3 por 0.4 - 0.6 pm.
Como otras Enterobacteriaceas producen acidos de la fermentacion de la glucosa, reducen
nitratos a nitritos y son oxidasa negativos. Todos los organismos son mdviles (excepto S.
Gallinarium-Pullorum) debido a la presencia de flagelos (flagelacion peritrica) y no fermentan la
lactosa (solo el 1% de las cepas de Salmonella fermentan la lactosa, la mayoria de estas cepas

pertenecen al serogrupo C) (3,4).

¢) Aislamiento:

Para el aislamiento de Salmonella las muestras adecuadas son las heces frescas que se siembran
directamente sobre placas de agar. Medios medianamente selectivos tales como agar MacConkey
y agar deoxicolato, y medios selectivos intermedios como agar Salmonella-Shigella, agar xilosa-
lisina-deoxicolato o agar Hektoen, son ampliamente utilizados para detectar especies de
Salmonella. Nuevos medios selectivos cromogénicos, como CHROMagar and COMPASS agar

son cada vez mas utilizados para el aislamiento primario y la identificacién presuntiva de



Salmonella a partir de muestras clinicas debido a que son mas especificos que otros medios
selectivos, reducen la necesidad de pruebas de confirmacién y el tiempo de identificacion.
Ademas de los medios anteriormente descritos son utilizados a menudo caldos de
enriquecimiento como tetrationato y selenito para facilitar la recuperacién de microorganismos
en las muestras. Medios altamente selectivos para Salmonella como el selenito con verde
brillante deben ser reservados ante la duda de portadores y para el uso durante circunstancias
especiales, tales como brotes.

El agar sulfito de bismuto, que contiene un indicador de la produccion de sulfuro de hidréogeno y
que no contiene lactosa es el preferido para el aislamiento de Salmonella entérica serovar Typhi
y para la deteccion del 1% de las cepas de Salmonella (La mayoria pertenecen al serogrupo C)
que fermentan la lactosa. Después del aislamiento primario, los posibles aislamientos de
Salmonella son probados con sistemas de identificacion comercial o inoculados en medios de
deteccidon como agar TSI (del inglés: Triple- Sugar- Iron) y LIA ( del inglés: Lysine-Iron Agar).
3)

Los aislamientos con perfiles bioquimicos caracteristicos de S. Typhi deben ser serotipados con
antisueros polivalentes comerciales. Hasta la actualidad se han descrito 2501 serotipos que son
identificados en base a los antigenos O (polisacarido somético), antigenos Vi (polisacéarido
capsular) y antigenos H (flagelar) de acuerdo con el esquema de Kauffman y White (5). El
antigeno Vi es un homopolimero termolabil de acido N-acetilgalactosaminouronico que es
utilizado para la identificacion de cepas de S. Typhi y ocasionalmente otros serotipos por
aglutinacién en lamina. En S. Typhi y S. Paratyphi C, el antigeno Vi puede inhibir la
aglutinacién con el antigeno O por su abundancia por lo que se requiere hervir para inactivar el

antigeno Vi y detectar el antigeno O. La mayor variabilidad antigénica esta en los antigenos O,



que estan compuestos de cadenas de oligosacaridos unidos a un oligosacarido central enlazado
covalentemente al lipido A.

Aunque se utiliza la serotipificacidon de todos los antigenos de superficie para una identificacion
formal, la mayoria de los laboratorios llevan a cabo solo algunas reacciones de aglutinacidon que
definen los antigenos O especificos dentro de los serogrupos A, B, C;, C,, D y E debido a que las
cepas que se ubican dentro de estos serogrupos son responsables del 99% de las infecciones en

humanos y animales de sangre caliente (3).

d) Manifestaciones clinicas

Gastroenteritis

La infeccion por Salmonella mas frecuente es una gastroenteritis aguda autolimitada que es
indistinguible de las causadas por otros patdgenos bacterianos entéricos. Las nauseas, vomitos,
dolor abdominal y fiebre (38°C-39°C) aparecen 6-48 horas después de la ingestion de agua o
alimentos contaminados. También pueden ocurrir otros sintomas tales como: dolor de cabeza y
mialgias. El examen microscopico de las heces muestra neutréfilos y también aunque en menor
frecuencia glébulos rojos. Sal/monella también puede causar sindrome de pseudoapendicitis o
puede imitar los cambios intestinales de la enfermedad inflamatoria del intestino delgado. El

megacolon téxico es una rara pero potencial complicacion.

Fiebre entérica

La fiebre tifoidea (S. Typhi) y paratifoidea (S. Paratyphi) son enfermedades sistémicas graves
caracterizadas por fiebre y sintomas intestinales. En dreas endémicas la mayoria de los pacientes
que acuden a los hospitales con fiebre entérica estan entre los 5 y los 25 afios de edad. Aquellos
menores de 4 afios de edad son mas propensos a padecer una fiebre no especifica no reconocida

como tifoidea. Cuando los nifios menores de 1 afio de edad adquieren fiebre tifoidea la
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enfermedad es a veces mas grave y puede venir acompaifiada de complicaciones. Ademas, en los
pacientes con inmunosupresion, anomalias en el tracto urinario y biliar, defectos del sistema
reticulo endotelial tales como hemoglobinopatias y enfermedades infecciosas como: malaria,

esquistosomiasis, bartonelosis e histoplasmosis aumenta el riesgo de una enfermedad grave (6).

Bacteriemia e infeccion vascular

Clasicamente, S. Choleraesuis y S. Dublin producen un sindrome sostenido de bacteriemia con
fiebre. Sin embargo, cualquier serotipo de Salmonella puede causar bacteriemia. Del 1%-4% de
los individuos inmunocompetentes con gastroenteritis por Salmonella poseen hemocultivos
positivos. El riesgo de bacteriemia es mayor en niflos, ancianos, y en pacientes
inmunocomprometidos. Entre los nifios la bacteriemia por Salmonellas no tifoideas usualmente
se asocia con gastroenteritis y fiebre prolongada, puede causar infeccion focal aunque con menor
frecuencia, y es fatal en menos del 10% de los casos. En contraste, en adultos es mas probable
una bacteriemia primaria y tener una alta incidencia de infeccion focal secundaria y muerte.
Estos microorganismos son propensos a causar infeccion en sitios vasculares, donde un alto
grado de bacteriemia o una bacteriemia persistente sugiere una infeccion endovascular. En
pacientes VIH y en nifios mal nutridos es muy frecuente sobre todo por S. Enteritidis y S.
Typhimurium (7). Otras infecciones propias de paises en vias de desarrollo como la

esquistosomiasis, también favorecen el desarrollo de bacteriemias (8).

Salmonellosis y VIH
Las personas infectadas con el VIH presentan un mayor riesgo de salmonelosis comparados con
la poblacidon general. En estos pacientes las Salmonellas pueden causar enfermedad invasiva

grave: diarrea fulminante, enterocolitis aguda, ulceracion rectal, bacteriemia recurrente,
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meningitis y hasta la muerte. Entre las personas infectadas por el VIH en Africa, estos patogenos
son una de las causas mas comunes de bacteriemia, son a menudo multirresistentes a los
antimicrobianos y estan asociados a una alta mortalidad (24%-80%). Las infecciones focalizadas
en estos paciente no son frecuente, suelen ocurrir mas a menudo a aquellos con cantidades de
CD4 menores de 100/mm’® (9). En los principios de la era del SIDA eran muy frecuentes las
bacteriemias por Sal/monella pero la introduccion de algunos antiretrovirales como zidovudina
las erradico, debido no solo al control del VIH, sino a que posee actividad contra las cepas de

Salmonella (10).

Infecciones localizadas
Se desarrollan aproximadamente en el 5%-10% de las personas con bacteriemia por Sal/monella

y la presentacion puede ser retardada.

Estado de portador créonico

Se define como la persistencia de cepas de Sa/monella en heces u orina por un periodo mayor de
1 afio. Del 0.2%-0.6% de los pacientes con salmonelosis no tifoidea desarrollan el estado de
portador cronico. Hasta el 10% de pacientes no tratados con fiebre tifoidea excretan S. Typhi en

las heces hasta 3 meses, y el 1%-4% se convierten en portadores cronicos.

e) Epidemiologia

Esta enfermedad estd muy relacionada con los alimentos de origen animal. Alimentos como
carne, huevos, y productos avicolas pueden contaminarse con Sa/monella. Los cambios en el
consumo alimenticio y el rapido crecimiento del comercio internacional de los productos

agricolas ha facilitado la diseminacion de nuevos serotipos asociados con frutas frescas y
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vegetales. Las heces de humanos y animales pueden contaminar la superficie de las frutas y
vegetales que pueden no ser eliminadas al lavarlas. Aunque los brotes de alimentos
contaminados son mas frecuentes también se han reportado brotes con agua contaminada (3,4).

S. Typhi solo coloniza a los humanos. Aunque la transmisidn directa de persona a persona no es
comun, la transmision de S. Typhi, incluyendo la transmision fecal-oral ha sido reportada.

Ocasionalmente, trabajadores sanitarios adquieren esta enfermedad de pacientes infectados (3).

f) Susceptibilidad antimicrobiana

Los antimicrobianos mas ampliamente utilizados con 0ptimos resultados en el tratamiento de las
salmonellosis en adultos son el grupo de las fluoroquinolonas. Estos son bien tolerados, tienen
una buena absorcion oral y son rapidos y efectivos. Las cefalosporinas de tercera generacion son
ampliamente utilizadas en nifios con infecciones serias, debido a que las quinolonas no son
recomendadas para este grupo de edad (afectan los cartilagos). Cloranfenicol, ampicilina,
amoxicilina y trimetoprim-sulfametoxazol son usadas también como alternativas (1).

Para el tratamiento de la fiebre tifoidea las fluoroquinolonas son el tratamiento mas adecuado.
Son mas rapidas y efectivas muestran rangos mas bajos de recaida que cloranfenicol, ampicilina,
y trimetoprim-sulfametoxazol. Las cefalosporinas de tercera generacién (ceftriaxona,
cefotaxima, cefixima), y la azitromicina (500 mg/kg diarios durante 7 dias) también son efectivas
en el tratamiento de la fiebre tifoidea. Las cefalosporinas de 1™ y 2% generacion son clinicamente
inefectivas y no deben ser usadas para tratar la fiebre tifoidea ni las salmonellosis no tifoideas.
También los aminoglicésidos son clinicamente inefectivos, debido quizas a su carente actividad
contra la salmonellosis intracelular.

El cloranfenicol (500 mg 4 veces al dia), ampicilina o amoxicilina (Ig 4 veces al dia) y

trimetoprim-sulfametoxazol son ampliamente utilizados para la fiebre tifoidea. Sin embargo, la
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emergencia de un plasmido de resistencia a cloranfenicol en los afios 70 que en 1989 amplio su
espectro a ampicilina y trimetoprim, limité la utilidad de estos agentes antimicrobianos en
muchos paises desarrollados.

Los pacientes con una fiebre tifoidea complicada que requieren hospitalizacion, deben recibir
inicialmente terapia parenteral con fluoroquinolonas o cefalosporinas de 3™ generacion y
reemplazo de electrolitos y fluidos perdidos. Después del control inicial de los sintomas se
completa el tratamiento con 10-14 dias de terapia con fluoroquinolonas, cefixima o azitromicina
via oral.

En la gastroenteritis la terapia adecuada debe ir dirigida en primera instancia a reemplazar los
fluidos y electrolitos perdidos. En un largo meta-andlisis la terapia antimicrobiana para
gastroenteritis no complicadas, incluyendo regimenes con cursos cortos o simples dosis de
fluoroquinolonas, amoxicilina o trimetoprim-sulfametoxazol por via oral ha demostrado que el
tratamiento no disminuye significativamente la duracion de la enfermedad, ni la duracién de la
fiebre o la diarrea, y se asocia con un aumento del riesgo de recaida, con cultivos positivos
después de tres semanas, y reacciones adversas a las drogas. Debido a esto, los antimicrobianos
no deben ser utilizados rutinariamente para el tratamiento de gastroenteritis no complicadas
causadas por salmonellas no tifoideas, ni para reducir la excrecion de las heces de
convalecientes.

Para organismos susceptibles el tratamiento con fluoroquinolonas, trimetoprim-sulfametoxazol,
o amoxicilina es adecuado. Ocasionalmente, la profilaxis antimicrobiana ha sido requerida para
el control de brotes institucionales, especialmente en unidades de cuidados intensivos o salas

pediatricas, donde el establecimiento de medidas de control de la infeccion puede ser dificil (3,4
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En el tratamiento de bacteriemias o infecciones focales causadas por Salmonella se deben incluir
cefalosporinas de 3™ generacion y fluoroquinolonas. Cuando existe sospecha de infeccion
endovascular se recomienda terapia de seis semanas con -lactamicos tales como ampicilina o
ceftriaxona. El cloranfenicol no debe ser usado debido a su alta tasa de fallo en infecciones
endovasculares y por su elevada toxicidad.

En personas con SIDA y un primer episodio de bacteriemia por Salmonella, el tratamiento a
seguir incluye 1-2 semanas de terapia antimicrobiana intravenosa seguida de 4 semanas con
fluoroquinonas via oral para erradicar al microorganismo y disminuir el riesgo de bacteriemia
recurrente. En caso de recaida después de este periodo de tratamiento se debe administrar
fluoroquinolonas o trimetoprim-sulfametoxazol via oral durante un largo periodo de tiempo.
Ademas, las fluoroquinolonas y la zidovudina tienen un efecto antibacterial sinérgico contra
Salmonella; la administracion de las dos drogas disminuye el riesgo de infeccion recurrente.
Ademas, la zidovudina es activa por si sola ante Salmonella (10).

El trimetoprim-sulfametoxazol puede ser una buena eleccidn para terapias supresivas de larga
duracion si el microorganismo es susceptible, debido a la eficacia en la prevencion de otras
infecciones oportunistas, incluyendo pneumonia por Prneumocystis.

El portador crénico de Salmonella no tifoidea es tratado de manera similar al portador crénico de
S. Typhi. Amoxicilina (3g en adultos o 100mg/kg en nifios tres veces al dia durante 3 meses),
trimetoprim-sulfametoxazol y ciprofloxacina (750 mg dos veces al dia durante 4 semanas) son
efectivos en la erradicacion del estado de portador crénico asociado con cepas susceptibles, con
un rango de cura de mas del 80%.

El tratamiento en casos de diarrea del viajero causadas por Salmonella requiere en primer lugar
la reposicion hidrica. Es la medida terapéutica mas importante; se puede realizar disolviendo seis

cucharaditas de aztucar y una de sal en cada litro de agua. En adultos y en nifios mayores, la
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cantidad que debe ser ingerida es ilimitada, no asi para nifios pequefios. Para nifios menores de 2
aflos Y2 taza (50-100ml) después de cada deposicion diarreica, nifios entre 2-10 afios 1 taza (100-

200 ml) después de cada deposicion diarreica.

g) DIARREA DEL VIAJERO (DV)
La diarrea del viajero, también llamada “venganza de Moctezuma” se ha definido, como la
existencia de tres o mas deposiciones liquidas o pastosas por dia o como cualquier numero de

deposiciones asociado a dolor abdominal, fiebre, vomitos o sangre en las heces (2).

Etiologia

Las bacterias son los enteropatogenos mas frecuentemente incriminados (50-80%) como causa
de DV. E. coli diarreogénica es la bacteria mas frecuentemente aislada en pacientes con esta
enfermedad (2). Hasta la fecha se han descrito 6 patotipos de E. coli diarreogénicos (11), siendo
los mas relevantes como causa de DV los E. coli enterotoxigénicos (ETEC) y los E. coli
enteroagregativos (EAEC). Sin embargo, otras bacterias como Aeromonas spp., Campylobacter
spp., Salmonella spp., Shigella spp. y las especies de Vibrio también han sido descritas con
frecuencia como causa de DV (2). Los porcentajes de aislamiento de cada patégeno varian al
consultar varios estudios principalmente por las diferentes técnicas antimicrobianas utilizadas en
la identificacién microbioldgica, las estaciones y las variaciones en los destinos de los viajeros
que estan influenciadas por factores geograficos como la proximidad. Un ejemplo de ello es la
elevada frecuencia de viajeros de Los Estados Unidos a México, o de Espafia a Marruecos.
También influyen las relaciones socioculturales, siendo un ejemplo tipico las existentes entre

Espaiia e Ibero América.
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Factores de riesgo

Entre los factores de riesgo mds importantes se encuentran la conducta de los viajeros asi como
las medidas de salud publica en al pais visitado. La carencia de higiene y las pobres condiciones
sanitarias en general en los paises tropicales generan una alta contaminacién ambiental. Debido a
esto, el destino es uno de los principales factores de riesgo. La incidencia de diarrea del viajero
(DV) aumenta por otros factores relacionados con la calidad, el tipo y la localizacion donde se
consumen los alimentos. También hay otros factores personales importantes en la adquisicion de
esta enfermedad como la inmunodeficiencia y la disminucion de la actividad gastrica. Los nifios
y adultos jovenes tienen mas episodios de diarrea que otros grupos de edad. En el caso de los
adultos jovenes es debido en gran medida a los viajes de aventura escogidos que incluyen una
variedad de habitos alimenticios. Por lo tanto la modalidad del viaje también constituye un factor

de riesgo.

Fisiopatologia

El desarrollo de las gastroenteritis bacterianas depende de varios mecanismos tales como la
elaboracion de enterotoxinas por patogenos toxigénicos, la accion de una endotoxina de
naturaleza lipopolisacarida, la invasion de la mucosa intestinal por patdgenos invasivos y la
secrecion de citotoxinas.

Todas las bacterias necesitan colonizar la mucosa y para ello se valen de varios factores de
colonizacién, tales como: movilidad, fimbrias, pili y adhesinas no fimbriales, que juegan un
papel fundamental en la union de de las bacterias a la mucosa intestinal. Después de la
colonizacidn las citotoxinas son liberadas.

Las enterotoxinas en la mayoria de los casos son liberadas por microorganismos que colonizan la

parte superior del intestino delgado. Estas se unen a un receptor celular especifico para penetrar
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dentro de las células y entonces interferir en el sistema regulador de la adenilato ciclasa celular
aumentando asi la expresion de esta enzima y con ello los niveles de AMPc, induciendo un
mecanismo secretor fluido. ETEC, (termoestable (ST) y termolabil (LT)) y Vibrio cholerae
(toxina colérica) son el prototipo de bacteria que exhibe estas propiedades. La diarrea causada
por estos enteropatdgenos es no inflamatoria y acuosa. Los mecanismos osmoticos son otra via
para inducir diarrea no inflamatoria.

Las bacterias que causan diarrea inflamatoria usualmente colonizan el extremo distal del ileum y
el colén, donde invaden la mucosa intestinal induciendo enfermedad disentérica. Sin embargo,
algunas bacterias liberan citotoxinas que afectan la mucosa intestinal. Estas citotoxinas destruyen
las células dianas a través de dos mecanismos fundamentales: actian a niveles intracelulares
inhibiendo la sintesis de proteinas celulares o inhibiendo la formacion de filamentos de actinas.
Shigella dysenteriae tipo 1 es el prototipo de bacteria que causa diarrea inflamatoria mediante la
inhibicion de la sintesis de proteinas celulares (toxina de shiga). Otros tipos de citotoxinas actian
formando poros en la membrana celular (hemolisinas). Vibrio parahemolyticus es un ejemplo de
ello. Algunas bacterias pueden exhibir ambos mecanismos, liberando endotoxinas y citotoxinas.
C. jejuni libera una enterotoxina similar a la toxina colérica y una citotoxina que puede jugar un
papel importante en la diarrea inflamatoria.

Salmonella spp. y Aeromonas spp. Con capacidad invasiva, pueden inducir los dos tipos de
mecanismos diarreicos (diarrea inflamatoria y diarrea secretoria). Algunas cepas de Salmonella
también pueden causar diarrea persistente (> 14 dias) o diarrea cronica (> 30 dias).

La diarrea es una de las causas mas relevantes de mortalidad a nivel mundial, afectando
principalmente a niflos de paises pobres. Se calcula que cada afio hay en el mundo 2.5 millones
de muertes asociadas a esta patologia (1). La situacion socioecondmica de estos paises hace que

exista un gran desconocimiento de los patdgenos implicados. Asi, el estudio de la DV tiene una
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gran importancia al ser un espejo donde se refleja una realidad que de otro modo pasaria
desapercibida.

Aunque esta enfermedad es muy conocida hay algunas preguntas atin por resolver, relacionadas
principalmente con el nicho ecoldgico que constituye el intestino para una mezcla de cepas
bacterianas que intercambian genes relacionados con factores de virulencia y resistencia a los
antibacterianos. Ademas, la vigilancia y el monitoreo de las migraciones geograficas de ciertas
cepas y sus niveles de resistencia a antibidticos son necesarios en la presente era de

globalizacion.

1.1. MECANISMOS DE RESISTENCIA A LOS ANTIBIOTICOS

En el afio 1929 Fleming publica el que es considerado el trabajo que abria la era antibiotica. En
este trabajo describe la penicilina, que se considera el antibidtico por antonomasia. Sin embargo,
debemos mencionar que las primeras observaciones empiricas de cientificos que mostraban
fenémenos debidos a la produccidn natural de antibioticos datan de mediados del siglo XIX.
Existen dos trabajos independientes desarrollados por Duchesne (1897) y Tiberio (1895) donde
se describe la penicilina y se demuestra, no solo la capacidad bactericida in vitro, sino que
arriban mas alld que Fleming, llegando a demostrar su capacidad para curar infecciones
experimentales en ratones.

Desde que la penicilina fue introducida de manera estable en la clinica, un mundo de sustancias
han sido aisladas o sintetizadas, permitiendo atacar las bacterias de manera directa. Hasta se ha
conseguido disponer de sustancias capaces de hacer frente a infecciones por parasitos, hongos y,
aunque de una manera mas limitada, de virus. Estos avances con el tiempo se han visto

ensombrecidos por dos razones: a) El hecho de que las bacterias han desarrollado mecanismos de
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resistencia a los agentes antimicrobianos y b) Las relaciones “familiares” de los agentes
antimicrobianos.

Las bacterias han sido capaces de desarrollar mecanismos de resistencia que abarcan la totalidad
del arsenal antibacteriano del cual se dispone. Hasta existen patdégenos especificos que presentan
resistencia a todos los antimicrobianos empleados hasta ahora, convirtiendo a estas bacterias en
auténticos paradigmas de la resistencia. Algunos mecanismos de resistencia son de hecho
adaptaciones de mecanismos que en su origen tenian otras funciones.

La adquisicidon de los diferentes mecanismos de resistencia puede ser originada por el mismo
microorganismo, fruto de errores en su replicacidon o por la adquisicién de material genético que
codifica genes de resistencia. En el primer caso estariamos hablando de mutaciones, que nada
mas se difunden verticalmente, es decir seran transmitidas de célula madre a célula hija.
También existen una serie de mecanismos de adquisicion de material genético mediante los
cuales la resistencia puede ser difundida de una célula a otra (de la misma especie o no),
contribuyendo a la difusioén horizontal de la resistencia.

Actualmente se conocen hasta tres mecanismos de transferencia de material genético: La

conjugacion, la transduccion y la transformacion.
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a) La conjugacion consiste en la transferencia de genes entre dos células que estan en contacto.
Este tipo de transferencia se debe a estructuras genéticas que portan los microorganismos
denominadas plasmidos. Es probablemente el mecanismo mas frecuente para intercambiar

material genético, con el cual se adquieren una gran variedad de genes, que una vez en el interior

de la bacteria pueden transferirse a otros plasmidos o integrarse al cromosoma.

Figura 1. Mecanismo de conjugacion. a) Célula conjugativa (F+), con su pili sexual, y célula
no conjugativa (F-), sin pili. b) Establecimiento del contacto entre las dos células mediante el pili
sexual. ¢) Contraccion del pili sexual y contacto célula-célula. Formacion de un poro por donde
pasa el DNA de cadena sencilla desde la célula donante a la receptora. d) Sintesis de las cadenas

de DNA conjugativo: continua a la célula donante y discontinua a la receptora. ¢) Sellado de los
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poros y separacion de las dos células. Cada una contiene una copia del factor F y por tanto

pueden sintetizar el pili. (Adoptado de Ruiz J., 2004)

b) La transduccion es la adquisicion de material genético por la accion de un bacteriofago

(virus) y permite a la bacteria adquirir una cantidad relativamente pequefia de DNA (40 kb).

A)

Figura 2. Transduccién generalizada. a) Fijacion del fago a la célula. b) Inyeccion del material
genético virico. ¢) Degradacion del DNA bacteriano y replicacion del genoma virico. d) Sintesis
de las capsides y empaquetamiento del material genético bacteriano y virico. e) Lisis celular y

liberacion de las nuevas particulas viricas. (Adoptado de Ruiz J., 2004)
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¢) En la transformacion la bacteria adquiere el DNA directamente del medio ambiente en
circunstancias favorables a partir de otra bacteria que ha liberado su material genético. Este
nuevo material genético se recombina con el cromosoma de la bacteria receptora en aquellas

regiones donde hay suficiente homologia y puede dar lugar a genes funcionales.

DNA
/ transformante B)

Nucleasa

SSB

0) D)

Figura 3. Mecanismo de transformacion. a) Desarrollo de la competencia y unién del DNA
transformador. b) Procesamiento y captura del DNA exdgeno. ¢) Las proteinas especificas (SSB)
se unen y protegen el DNA exogeno monocatenario. d) El DNA exogeno se integra al
cromosoma bacteriano en regiones homodlogas mediante la proteina RecA. (Adoptado de Ruiz J.,

2004)
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El término elemento movil hace referencia a secuencias de DNA, que tienen la capacidad de
moverse entre células o entre moléculas de DNA. Pueden ser pequefias o grandes.
Tradicionalmente, estos elementos moviles se clasificaban en bacteriofagos, plasmidos,
transposones, secuencias de insercion y genes cassette. Esta clasificacion se ha modificado a

causa de unos elementos quiméricos denominados islas gendémicas.

d) Plasmidos

Son moléculas circulares de DNA doble cadena con superenrollamiento negativo (aunque
también se pueden encontrar en forma lineal) (12). Son literalmente material genético accesorio.
No codifican funciones esenciales para la célula y su medida puede variar entre pocos y
centenares de kb. Estos se replican auténomamente (replicones) independiente del cromosoma
de la célula (13).

Se han observado dos tipos de replicacion plasmidica: la replicacion en O, frecuente en bacterias
gramnegativas, y la replicacion en ¢ o circulo rodante, frecuente en bacterias grampositivas.
También pueden integrarse al cromosoma de la cepa receptora, e incrementar asi la estabilidad
de la informacién genética que transportan (14), replicindose como cualquier otro caracter
cromosdmico. Estos plasmidos integrados se denominan episomas. Los plasmidos conjugativos
son mas frecuentes en bacterias gramnegativas en especial los géneros Escherichia y
Pseudomonas (12).

Los plasmidos bacterianos pueden clasificarse segun diferentes caracteres (15):

a) Segun sean autotransferibles por conjugacion o no:

- Plasmidos autotransferibles o conjugativos. Capaces de conjugar por si mismos.

- Plasmidos no conjugativos, dentro de los que se encuentran los movilizables y los no

movilizables.
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b) Segun el control de la replicacidon vegetativa (EI nimero de copias de define como la cantidad
de copias del plasmido en una nueva célula inmediatamente después de la division celular):

- Plasmidos de control estricto: Mantienen un bajo nimero de copias en la célula. Son plasmidos
de talla mediana (30 kb) y grande (centenares de kb).

- Plasmidos de control relajado: alto nimero de copias por cromosoma (mas de 10). Son
plasmidos pequefios (menos de 10 kb).

¢) Segun el tipo de fenotipo que codifican:

- Plasmidos R: que codifican una o mas resistencia a antibidticos o metales pesados. Estos
plasmidos son flexibles y evolucionan rapidamente ante la presion selectiva. Se ha visto que esta
resistencia se difunde entre especies y géneros muy diferentes mediante difusion horizontal.
Aunque en la naturaleza ya existen plasmidos R, el uso masivo de antibioticos ha provocado un
aumento de cepas portadoras de pladsmidos R, con muchos genes de resistencia.

- Plasmidos bacteriocinogénicos: Codifican una bacteriocina e inmunidad contra esta (Plasmidos
Col E1 o Clo DF13).

- Plasmidos de virulencia: Codifican funciones relacionadas con la virulencia (toxina de Bacillus
anthracis) (16).

- Plasmidos que codifican factores de colonizacion.

- Plasmidos que confieren la capacidad de utilizar rutas metabdlicas alternativas.

- Plasmidos responsables de la fijacion de nitrégenos.

- Plasmidos Tiy Ri: Responsables de la produccion de tumores en plantas dicotiledoneas.

d) Plasmidos segun el grupo de incompatibilidad: Muchas bacterias contienen mas de un tipo de
plasmido, pero no todos los plasmidos pueden coexistir en una misma célula. Este fenomeno se

denomina incompatibilidad plasmidica. Se conocen mas de 30 grupos de incompatibilidad (17).
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e) Secuencias de insercion

Las secuencias de insercion (IS) son los transposones mas pequefios. Oscilan entre 760 y 2500
pb. Tienen dos repeticiones invertidas (IR) cortas a cada extremo (excepto en las familias 1S9/,
IS710 y 1S200/605) y una o diversas pautas abiertas de lectura (ORF), que codifican la
transposasa, (18) y en algunos casos, también funcionan como reguladoras de la transcripcion de
esta (19). Dos IS pueden formar un transposéon compuesto y ser capaces de movilizar los genes
situados dentro de estos. En 1998 se agruparon en diferentes familias segun 4 criterios: La
organizacion genética, la transposasa, las IR y las dianas de insercion (20). Se han descrito 17
familias: IS/, I1S2, IS3, 1S4, IS5, 1S6, 1S21, 1S30, 1S66, 1S91, 1S110, 1S200/605, 1S256, 1S630,

1S982,1S1380, ISAs1 y ISL3. Aunque, alin quedan elementos por clasificar.

f) Transposones

Los transposones (Tn) se caracterizan por su capacidad para moverse dentro del genoma
bacteriano, mediante recombinacién no homologa, pueden saltar de un lugar a otro del
cromosoma o del plasmido. Este movimiento se denomina fransposicion y se da gracias a la
transposasa. Esta actividad transposasa al igual que en las secuencias de inserciéon permaneces
muy regulada ya que, un elevado indice de transposicidon seria letal para la célula. Los
transposones dependen de la replicacién de su hospedador, debido a que son incapaces de
replicarse autbnomamente.

Los transposones se clasifican en transposones compuestos o de clase 1 y transposones no
compuestos o de clase 2.

Los transposones compuestos o de clase 1 son segmentos de DNA flanqueados por dos
secuencias de insercion (IS) iguales o muy similares, que pueden estar orientadas en el mismo

sentido o invertidas. Para que se pueda efectuar la transposicion, nada mas se necesita que una de
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las dos IS codifique una tranposasa (TnpA). Los transposones de clase 1 pueden tener diversas
IS en su estructura y diferentes genes que normalmente codifican resistencia a antimicrobianos o
funciones metabolicas. La transposicion en este grupo puede ser compleja ya que la TnpA puede
activar la transposicion de las IS independientemente de la estructura del transposon o bien la
recombinacion entre las IS puede dar lugar a reorganizaciones en la estructura del transposon.
Los transposones no compuestos o de clase 2 no tienen IS en los extremos. Se caracterizan por
tener a una banda y a otra repeticiones invertidas (IR) que oscilan entre 30 y 50 pb. En estos se
encuentran genes que codifican una o mas funciones necesarias para la transposicion (tnp), pero
también, igual que los transposones clase 1 tienen otros genes adicionales.

También encontramos un tipo de transposén capaz de conjugar. Son los denominados
transposones conjugativos, los cuales pueden transferirse por si mismos de una célula a otra, ya
que disponen de los genes necesarios para llevar a cabo esta funcion. Para transferirse primero se
separan y se circularizan, una de las cadenas es transferida hacia a la otra célula desde oriT y una
vez allé se sintetiza la cadena complementaria y forma de nuevo una estructura circular capaz de
integrarse al genoma de su hospedador. Estos transposones parecer ser que son los principales
responsables de la diseminacién de la resistencia antimicrobiana en cepas de Estreptococos y

otras bacterias Gram-positivas (21).
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Figura 4. Esquema de mecanismo de transposicion (www.virtual.unal.edu.co)
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g) Integrones

Se descubrieron a principios de la década de los afios 1980. Se caracterizan por ser capaces de
captar genes que codifican determinantes de resistencia a antibidticos y determinantes con otras
funciones. Estos se han diseminado ampliamente entre las especies de la familia
Enterobacteriaceae 'y otras bacterias gramnegativas (Vibrio cholerae y Pseudomonas
aeruginosa) (22,23,24,25).

Los genes que se incorporan a los integrones presentan una estructura particular y se han
denominado genes cassette. La integracion se produce por un mecanismo de integracion sitio
especifico. Hasta la actualidad se han descrito mas de 60 genes cassette de resistencia en
bacterias gramnegativas.

Los integrones en su forma mas sencilla, estan formados por 3 elementos necesarios para la
captura y expresion de genes exdgenos (cassettes). Uno que codifica para una integrasa (intl), el
otro es el lugar de recombinacidn sitio especifico (attl) y, por tltimo, un promotor (P,,) para la
expresion de los genes cassettes integrados. A veces contienen un segundo promotor mas fuerte,
P,, localizado adyacentemente a 3’ del primero. El lugar de recombinacion sitio especifico att/
estd formado por 65 pares de bases, incluyendo dos regiones correspondientes a los lugares de
union fuerte y débil de la integrasa y un lugar de recombinacion, en el cual los genes capturados
son integrados gracias a la accion de la integrasa. Esta integrasa de aproximadamente 1 kb,
pertenece a la familia de las recombinasas. En total un integrén simple con estos unicos
elementos y sin genes casetes incorporados posee un tamafio aproximado de 1.1 kb.

La clasificacion de los integrones se basa en la secuencia de la integrasa. Actualmente se
conocen nueve clases. Los miembros de la clase 1, 2 y 3 contienen genes cassette de resistencia a

los antibidticos (26,27); los de las clases 4, 5, 6 y 7 contienen genes que no codifican resistencia
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a antibioticos (28,29), el de la clase 9 contiene un gen cassette de resistencia a antibioticos y
otros genes casetes de funcion desconocida (30) y el integron de la clase 8 no presenta ningin
gen cassette (29).

Los integrones clase 1 son los que se encuentran con mayor frecuencia en cepas aisladas de
casos clinicos, excepto en Shigella sonnei donde el tipo 2 es el mas frecuente (30). Se
caracterizan por tener la secuencia 5’ conservada (5’ CS) que contiene el gen codificante de la
integrasa y la mayoria de ellos contiene también una secuencia 3’ conservada (3’ CS) que
contiene un gen que confiere resistencia a componentes de amonio cuaternario (gacEAI) y un
gen de resistencia a sulfonamida (su/7); estos dos genes de resistencia no son casetes sino que se
encuentran fijos en el integron. Muchos de los integrones pertenecientes a esta clase se han
localizado en elementos transponibles.

Los integrones son estructuras sedentarias que funcionan como sistema de captacion de genes
que confieren ventajas selectivas y que raramente captan genes indispensables para las bacterias.
Poseen una gran versatilidad por tener la habilidad de reconocer una amplia variedad de
secuencias de recombinacion, asi como una capacidad practicamente ilimitada de intercambio y
reserva de casetes. Esta flexibilidad le permite a la bacteria una rdpida adaptaciéon al flujo

impredecible de los nichos ecoldgicos (31).

h) Islas genomicas

Estas estructuras se dividen en islotes (< 10 kb) o islas gendmicas (GEI) (> 10 kb). Estos
elementos moviles forman parte de un poo!/ flexible de genes que se caracterizan por modificar
funciones no esenciales para la célula, pero que le confieren ventajas frente a condiciones
particulares. Estos elementos transportan clusters de genes con funciones especificas que son

incorporados al nuevo DNA en bloque. Estos bloques se encuentran muy a menudo al lado o
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insertados en genes tRNA o tmRNA del cromosoma del hospedador. Por tanto, sera muy
frecuente encontrar a cada lado de las islas gendmicas los dos fragmentos de tRNA. (32)

Las islas gendémicas se pueden dividir en diferentes grupos segun las ventajas que confieren al
nuevo hospedador: islas ecoldgicas en microorganismos ambientales, islas saprofitas, islas de
simbiosis o islas de patogenicidad (PAI) en microorganismos que que interaccionan con su
hospedador. Se localizan en el cromosoma bacteriano, aunque también se han descrito casos de
localizacién plasmidica. Una isla gendomica normalmente esta flanqueada por secuencias
repetidas directas (DR) y transporta diversas IS, ya sean funcionales o fragmentadas. Pueden
transportar también transposasas (33) o integrasas que actuaran en la integracion y escision de la
isla gendmica (34). Se ha visto que en algunas islas genémicas el gen de la integrasa puede estar
deleccionado o no ser funcional y por tanto se denominan islas genémicas no moviles (35).
Ademas de los genes que le confieren la capacidad de movilizarse, pueden portar genes que
confieren ventajas adaptativas o de patogenicidad a la célula donde se insertan, como puede ser
la produccion de toxinas, factores de adherencia, degradacion de fenoles, resistencia a
antibioticos como la meticilina (SCCmec), la fijacion de nitrogeno, la expresion de adhesinas,

etc.

Tipos de resistencia bacteriana a los antibioticos

Las bacterias pueden expresar basicamente dos tipos de resistencia a los antibioticos:

a) Resistencia natural o primaria.

b) Resistencia adquirida.

En el primer caso las bacterias presentan una resistencia intrinseca a un determinado antibidtico,
ya sea por expresion constitutiva de bombas de expulsion activa, falta de un sistema de

transporte o desactivacidon del antibidtico. La resistencia adquirida se puede producir por una
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mutacion de un gen propio de la bacteria, por la adquisicion de resistencia exdgena o por

mutaciones en genes adquiridos.

Mecanismos bioquimicos de resistencia bacteriana a los antibioticos.

Los mecanismos basicos mediante los cuales una bacteria puede expresar resistencia a los
antibidticos son:

a) Modificacién de la diana o molécula sobre la cual acttia el antibidtico.

b) Modificacion, alteracion o desactivacion del antibidtico.

¢) Disminucion de la cantidad de antibidtico que puede acceder a la diana. Puede producirse por
una disminuciéon en la entrada del antibidtico al interior de la bacteria por problemas de
permeabilidad, secuestro del antibidtico, o bien por eliminacion del antibidtico debido a un

sistema de expulsion activa.

1.2. AGENTES ANTIMICROBIANOS

a) B-lactamicos

Estructura y clasificacion:

El nombre de la familia de los B-lactdmicos se explica por la presencia del anillo B-lactdmico en
su estructura quimica. La unién de este anillo a uno secundario origina las diferentes clases
descritas dentro de la familia (penicilinas, inhibidores de [-lactamasas, cefalosporinas,
monobactamas y carbapenemes) y condiciona su espectro de accion y sus propiedades
farmacocinéticas.

Penicilinas: Todas tienen basicamente la estructura del dcido 6-aminopenicilanico que tiene un

anillo de tiazolina, con un grupo amino libre, unido a un anillo B-lactdmico.
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Carbapenemes: Son antimicrobianos relacionados estructuralmente con los B-lactamicos. El

imipenem fue el primer compuesto de este grupo en sintetizarse (semi-sintético).

Imipenem

Monobactamas: Compuestos monociclicos derivados del 4cido 3-aminomonobactamico, en que

el nitrégeno del anillo B-lactdmico se encuentra unido a un radical sulfénico que activa el nicleo.

Mecanismo de accion:

Estos antimicrobianos son generalmente bactericidas (solo actiia sobre microorganismos en fase
de crecimiento) que interfieren en la sintesis de la pared celular, debido a que se unen a
receptores enzimaticos situados en la cara externa de la membrana bacteriana llevando a cabo la
transpeptidacion de los polimeros de mureina. El resultado bactericida se debe a la inactivacion
de un inhibidor de enzimas autoliticas de la pared bacteriana (autolisinas) que lleva a la lisis
celular. Las autolisinas son enzimas finamente reguladas que en condiciones normales de

crecimiento participan en el renovacidn de la pared celular (cell wall turnover). Los receptores
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enzimaticos reciben el nombre de “Proteinas Fijadoras de Penicilinas (PBP-Penicillin Binding
Proteins)" y son carboxipeptidasas, transpetidasas y endopeptidasas, implicadas en la fase final
de la formacién de la pared celular: la transpeptidacidon entre las cadenas de glucopéptidos que
produce la formacidn de puentes peptidicos entre cadenas de mureina adyacentes. Las proteinas
PBP también tienen la funcion de reorganizar la pared durante el crecimiento y la division
celular.

También se pueden unir a una o varias de estas PBP porque actian como analogos del sustrato
de la transpeptidacién normal. Esto produce la inactivacion en forma irreversible de la PBP
debido a que el antimicrobiano se comporta como agente acilante que actia sobre el sitio activo

de las enzimas.

Mecanismos de resistencia:

Son diversos los mecanismos de resistencia que han desarrollado las bacterias frente a estos
antimicrobianos. Estos mecanismos pueden presentarse solos, pero cada vez tiene mas fuerza la
hipotesis que son diversos los mecanismos implicados en una misma resistencia.

a) La resistencia por modificacion de la diana se produce por modificacién de las proteinas
(PBP, penicillin binding proteins) sobre las cuales actian estos compuestos. Este tipo de
resistencia la encontramos fundamentalmente en bacterias grampositivas en diferentes maneras:
adquisicion de una proteina con baja afinidad, recombinaciéon de una PBP sensible con
variedades mas resistentes, mayor expresion de una determinada PBP o mutaciones puntuales
que disminuyen la afinidad de una PBP por los antibioticos B-lactamicos (36).

b) La resistencia por modificacidn, alteracion o desactivacion del antibiotico: Las B-lactamasas

constituyen un grupo heterogéneo de proteinas que hidrolizan el anillo B-lactamico, se produce
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mediante la union no covalente con la enzima, la cual hidroliza el enlace amida del anillo B-
lactdmico dando como resultado un derivado 4cido sin actividad antibacteriana.

Actualmente las B-lactamasas se clasifican segun la secuencia de aminoacidos (sistema de
Ambler) o segun la similitud funcional, perfil del sustrato y de inhibicion (sistema de Bush-
Jacoby-Medeiros) (37). Las p-lactamasas son codificadas por genes de localizacion
cromosdmica, plasmidica o en transposones y se pueden producir de manera constitutiva o
inducible en presencia del sustrato. En las bacterias gramnegativas las [-lactamasas se
encuentran en el espacio periplasmico. En la familia Enterobacteriaceae, las dos f-lactamasas de
amplio espectromads frecuentes son la OXA 1, TEM-1 (plasmidica) y la SHV-1 (cromosémica),
que se comportan como penicilinasas con escasa o nula actividad para las cefalosporinas (37). En
los ultimos afios han aparecido un grupo de pB-lactamasas derivadas de la TEM-1 y la SHV-1, con
un espectro hidrolitico muy superior, que desactivan las cefalosporinas de tercera generacion y
los monobactamas. Se conocen con el nombre de pS-lactamasas de espectro extendido, y
aparecen como consecuencia de mutaciones secuenciales al gen que codifica la enzima. Se
encuentran con mas frecuencia en E. coli y Klebsiella pneumoniae, los microorganismos donde
encontramos las enzimas originales, TEM-1 y SHV-1 respectivamente. En otros géneros como
Enterobacter, Citrobacter, Proteus, Providencia o Pseudomonas las -lactamasas habituales son
generalmente cefalosporinasas de origen cromosdmico. Su produccion puede ser constitutiva o
inducible por B-lactdmicos con capacidad para hidrolizar cefalosporinas de tercera generacion

(37). Asi mismo, el grupo CTX-M est4 emergiendo a nivel mundial.
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Tabla 1. Clasificacion de las -lactamasas.

Clase Grupo | Perfil de sustratos | Inhibicion | Enzimas representativas

molecular | funcional | preferentes AC EDTA

C 1 Penicilinas, cefalosporinas | _ - Cromosdmicas en bacterias gramnegativas
de la, 2a y 3a generacion y Pueden ser constitutivas o inducibles.
monobactamas. En plasmidos: FOX-1 a FOX-5, MIR-1,

MOX-1, MOX-2, LAT-1 a LAT-4, CMY-1
a CMY-13, BUT-1, BIL-1, ABA-1, DHA-1

A 2a Penicilinas + - Penicilinasas de bacterias grampositivas,
que pueden ser cromosomicas 0O
plasmidicas.

A 2b Penicilinas y cefalosporinas | + - En plasmidos: TEM-1, TEM-2, SHV-1,
de la generacion. OHIO-1 y ROB-1.

En cromosoma: SHV-1 de K. pneumoniae.
A 2be Penicilinas, cefalosporinas | + - En plasmidos: TEM-3 a TEM-29, TEM-42,
de la y 3a generacion; TEM-43, TEM-46 a TEM-50, TEM-52 a
monobactamas. TEM-58, TEM-60 a TEM-64, TEM-66 a
TEM-72, TEM-75, TEM-79 a TEM-102,
TEM-104 a TEM-132; SHV-2 a SHV-53
(excepto SHV-10); CTX-M-1 a CTX-M-
33; TOHO-1, TOHO-2, UOE-1, UOE-2,
SFO-1, FEC-1, VEB-1, PER-1, PER-2,
GES-1, IBC-1, IBC-2, TLA-1.
En cromosoma: K, de Klebsiella oxytoca,
KLUA-1 y KLUA-2 de Kluyvera
ascorbata, KLUC-1 de Kluyvera
cryocrescens. KLUG-1 de Kluyvera
georginana.
A 2br Penicilinas - - En plasmidos: TEM-30 a TEM-41, TEM-
44, TEM-45, TEM-51, TEM-59, TEM-65,
TEM-73, TEM-74, TEM-76 a TEM-78,
TEM-81 a TEM-84, TEM-103 Y SHV-10.

A 2c Penicilinas (carbenicilinas) |+ - En plasmidos: PSE-1(CARB-2), PSE-3,
PSE-4 (CARB-1), PSE-5 (CARB-7),
CARB-3 a CARB-8.
A 2e Penicilinas, cefalosporinas | + _ Cefalosporinasa cromosdémica inducible de
de la generacion, Proteus  vulgaris,  Proteus  penneri,
cefuroxima. Citrobacter koseri, y Citrobacter sedlakii.
A 2f Penicilinas, cefalosporinas | + _ NMC-A y IMI-1 de Enterobacter cloacae,
de la, 2a y 3a generacion; SME-1 a SME-3 de Serratia marcescens y
carbapenemas. L-2 de Stenotrophomonas maltophilia.
Bl 3a Penicilinas, cefalosporinas y | _ + En plasmidos: IMP-1 a IMP-17, VIM-1 a
carbapenemas (excepto VIM-10, MET-1, GES-2, KPC-1, KPC-2.
monobactamas)
B2 3b - + En cromosoma: CphA y Sth-1 de
Aeromonas hydrophila.

B3 3a - + En cromosoma. Inducible. L1 y THIN-B de
Stenotrophomonas maltophilia y
Janthinobacterium lividum.

B3 3¢ _ + En cromosoma: FEZ-1 de Legionella

gormanii.

D 2d Penicilinas (isoxazdlicas) +/- - OXA-1 a OXA-40

? 4 Penicilinas _ _ Penicilinasa cromosomica o plasmidica de

Burkholderia cepacia.
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b) Quinolonas

Estructura y clasificacion:

Las quinolonas son antibacterianos de origen sintético. La primera quinolona descrita fue el
acido nalidixico, agente sintetizado en el afio 1962 (38). Originalmente solo eran fttiles en
infecciones urinarias, pero desde la incorporacién de un 4tomo de fluor en la posicion 6, y con el
desarrollo del norfloxacino, agente antimicrobiano que abria la era de las quinolonas fluoradas o

fluoroquinolonas, se amplio su espectro de accion. (39).

Acido nalidixico Norfloxacina Ciprofloxacina

O——=0

(e}

O—0
o

P ~on ~on F COOH

Mecanismo de accion:

Las quinolonas actian inhibiendo la accién de las topoisomerasas tipo I (ADN-Girasa y
Topoisomerasa IV). Para ejercer esta inhibicion, las quinolonas interactuan a la vez con el ADN
y la diana. En el caso de la ADN-Girasa se ha postulado que las quinolonas producen la
existencia de horquillas de replicacion abiertas, debido al anclaje de esta enzima con el ADN,
que la bacteria interpreta como la presencia de lesiones en su cromdforo, activando el sistema

SOS, que en el intento de reparar las lesiones acaba provocando la muerte bacteriana. (39)
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Mecanismos de resistencia:

Actualmente se conocen 6 mecanismos de resistencia a estos antimicrobianos: a) alteraciones de
sus dianas, b) impermeabilidad de la membrana, ¢) Expulsion activa, d) proteccion de las dianas,
e) Nivel de expresion de las dianas y f) inactivacion de las quinolonas (40,41).

El mecanismo de resistencia mas importante a nivel clinico es la presencia de mutaciones
espontaneas de los genes que codifican las topoisomerasas ADN-Girasa y Topoisomerasa 1V,
(42) estas dos enzimas estan compuestas por dos subunidades, GyrA y GyrB para la ADN
Girasa, y ParC y ParE para la Topoisomerasa IV respectivamente. Las mutaciones en GyrA y
ParC son las mas frecuentes. La combinacién de diferentes mutaciones confiere un nivel de
resistencia mas elevado. (43)

a) La diana primaria de las quinolonas depende de dos factores: El tipo de microorganismo y la
quinolona especifica. De manera general, en los microorganismos gramnegativos la diana
principal es GyrA y en grampositivos es ParC, aunque en algunas quinolonas como la
clinafloxacina y la moxifloxacina, poseen la misma afinidad por estas dos enzimas. No todas las
mutaciones tienen la misma importancia, “in vivo” las mutaciones mds importantes estan en
gyrA y las de parC ocupan el segundo lugar en importancia. Las mutaciones en gyrB son casi
ausentes y en parE solo en E. coli se han descrito in vitro (42). “In vitro” las mas importantes
son las que ocurren en gyrd y parC, aunque hay estudios que dan la misma relevancia a las
mutaciones de gyrB (44).

Clasicamente, en gyrA la regién donde se detectan las mutaciones implicadas en el desarrollo de
la resistencia a quinolonas se nombra con las siglas QRDR (del inglés, quinolones resistant
determining region), y comprende desde el codon 67 hasta el 106. No obstante, se han descrito
mutaciones fuera de esta region. Ejemplo de ello son la mutacién en el codon 51 de E. coli (45) y

las mutaciones en el codén 119 de Salmonella spp. (46).
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De todas las mutaciones descritas hasta el momento la mas frecuente en microorganismos
gramnegativos son las que afectan el codén 83, de hecho se pueden considerar el primer punto de
mutacion en estos microorganismos (42). Una de las posibles y escasas excepciones seria en las
cepas de Salmonella spp. donde, son mas frecuentes las mutaciones en el codon 87 (47).

La presencia de una sola mutacion en gyr4 se asocia con un alto nivel de resistencia al acido
nalidixico, pero tan solo con una sensibilidad disminuida a las fluoroquinolonas. Es necesario el
concurso de otras mutaciones en gyrA4 o en otras dianas (normalmente parC) para que exista una
resistencia completa a fluoroquinolonas.

b) Los problemas de permeabilidad afectan desigualmente las quinolonas en funcién de su grado
de hidrofobia. Todas las quinolonas pueden penetrar las bacterias por las porinas, pero nada mas
aquellas mdas hidrofébicas pueden atravesar la bicapa lipidica. Usualmente los problemas de
permeabilidad se asocian con una disminucion en la expresion de alguna porina. En E. coli se ha
asociado un descenso en el nivel de la porina OmpF, con un incremento de los niveles de
resistencia a determinadas quinolonas (42). Este es un mecanismo de resistencia multiple que
afecta otros antibioticos no emparentados, debido a que esta porina es la puerta de entrada de
diversos antimicrobianos (48).

¢) En un principio se considero la expulsion de quinolonas como un sistema complementario, sin
embargo, estudios recientes han demostrado que la realidad es mucho mas compleja. En la
actualidad se han descrito 37 sistemas de expulsion en E. coli (49). De la misma manera se ha
descrito en E. coli una mutacion en el codon 83, en presencia de determinados inhibidores de
bombas de expulsion, como la Phe-Arg-B-naftilamida, no puede producir resistencia al acido
nalidixico por si misma (50).

d) En 1998 se demuestra la primera transferencia plasmidica de la resistencia a quinolonas (51).

Posteriores andlisis de este plasmido demostraron que portaba un gen, que denomind gnr, el
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producto del cual interaccionaba con las dianas de las quinolonas y disminuia su afinidad por las
quinolonas (52). Este gen se encuentra flanqueado por el ORF513, ORF que se ha descrito como
parte de los denominados integrones complejos, lo que hace pensar que este gen se encuentra
dentro de un integron complejo de clase 1.

e) En el afio 2003 se describié por primera vez un incremento de la resistencia a quinolonas
mediante una disminucidn en los niveles de expresion de la Topoisomerasa I'V. Esta disminucion
de la expresion se asocia con la presencia de mutaciones en el promotor del gen que hacen
menguar su nivel de transcripcién (53).

f) Inactivacién de las quinolonas: Recientemente, se ha reportado un nuevo mecanismo de
resistencia a quinonolonas. Inactivacion enzimatica de ciertas quinolonas. La variante cr de
aac(6)-Ib codifica para una aminoglicdsido acetiltransferasa que confiere susceptibilidad

disminuida a ciprofloxacina por N-acetilacion de su grupo amino piperazinil (41).

¢) Aminoglicosidos

Estructura y clasificacion:

El primer antibiotico aminoglicosido, la estreptomicina, fue descubierto en el afio 1944, y es
también el primer antibidtico activo contra Mycobacterium tuberculosis (54). Después se
introdujeron en la practica clinica un gran nimero de compuestos como la neomicina,
kanamicina, paromomicina, espectinomicina, gentamicina y tobramicina, todos derivados de
Streptomyces, Micromonospora, Bacillus y Pseudomonas. Pero la toxicidad de estas moléculas,
junto con la aparicién de bacterias resistentes limité su uso. Para solucionar este problema se
desarrollaron nuevas moléculas semisintéticas, que se obtuvieron por modificacién quimica de

las moléculas preexistentes. Podemos mencionar como ejemplos la dibekacina y la amikacina,
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que derivan de kanamicina B y A respectivamente, o la sisomicina y las netilmicinas que derivan

de la gentamicina.

Béasicamente su estructura se caracteriza por poseer dos o mas aminoazucares unidos

glicosidicamente a un nucleo hexosa o aminociclitol, que se encuentra generalmente en posicion

central, por lo que seria mas correcto denominarlos aminoglicoésidos-aminociclitoles (55). Se

clasifican segun el aminocliclitol central.

Molécula de gentamicina
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Molécula de amikacina

OH

“NHCOCHOHCH,CH,NH,



Mecanismo de accion:

El 6rgano diana de este grupo de antibioticos es el ribosoma bacteriano, al cual se unen mediante
un enlace covalente que es irreversible. El hecho de ser policationes a pH neutro, hace que
penetren a través de la membrana mediante un mecanismo de transporte activo que ocurre en tres
fases (dependientes de energia): I) unidon de la molécula de antibidtico a los sitios anidnicos de la
superficie celular (lipopolisacaridos, fosfolipidos, y proteinas en Gram-negativos y acidos
teicoicos en Gram-positivos, IT) Fase EDP-I, el antibidtico atraviesa la membrana por efecto de
la diferencia de potencial eléctrico, o con la ayuda de un transportador especifico, III) Fase
EDP-II, Aceleracion de la entrada del antibidtico a través de la membrana citoplasmatica,
utilizando la energia de la cadena transportadora de electrones y la hidrélisis de ATP. Ya en el
interior de la célula, el aminoglicdsido se une a la subunidad ribosémica 30S que tiene un papel

fundamental en la traduccion del material genético e inhibe la sintesis de proteinas.

Mecanismos de resistencia:

Existen 4 mecanismos descritos de resistencia a los aminoglicdsidos:

a) Alteracion en la permeabilidad de la membrana: Provoca la disminucion de la acumulacion
del antibidtico por la alteracion de la permeabilidad de la membrana, disminucion del transporte
a través de la membrana interna o eflujo activo (56). Este mecanismo suele conferir resistencia
cruzada a todos los aminoglucdsidos. Mecanismo sin importancia clinica.

b) Mutaciones al érgano diana: mecanismo cromosdémico que a veces es responsable de la
resistencia a estreptomicina (57). Adquisicion de mutaciones en las proteinas de la subunidad
ribosdmica 30S, estas disminuyen la afinidad del antibiotico por el ribosoma. Mecanismo poco

frecuente en aislamientos clinicos.
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¢) Desactivaciéon del antibidtico por modificacion enzimatica: Se producen enzimas
modificadoras de aminoglicdsidos dando lugar a un producto inactivo. La molécula modificada
no es capaz de unirse correctamente al ribosoma, permitiendo que la bacteria sobreviva en
presencia del antibiotico.

Las enzimas modificadoras de aminoglicdsidos son enzimas especificas que actiian sobre los
grupos amino ¢ hidroxilo de la molécula de antibiotico, disminuyendo de esta manera el grado de
unidn a la fraccidén 30S del ribosoma. Se clasifican en N-acetiltransferasas, O-fosfotransferasas y
O-nucleotidiltransferasas y, segiin su capacidad para modificar estos grupos (fosforilacion,
adenilacion o acetilacion) (58). La produccion de estas enzimas es la manera mds frecuente de
resistencia a los aminoglicdsidos y los genes responsables estdn localizados en transposones,
plasmidos o bien en el cromosoma por insercion de un transposon.

a) N-acetiltransferasas (AAC): Catalizan una reaccidon de acetilacion, en el cual un grupo acetato
es transferido desde la acetilcoenzima A, hasta un grupo amino del antibiotico.

b) O-fosfotransferasas (APH): Catalizan una reaccion de fosforilacidn, es decir, la transferencia
de un grupo fosfato desde el ATP hasta un grupo hidroxilo del antibidtico.

¢) O-nucleotidiltransferasas (ANT): Catalizan una reaccidon de nucleotilidacidén, que no es mas
que la transferencia de un nucledtido monofosfato desde un nucleétido trifosfato a un grupo
hidroxilo del antibidtico, a veces utilizan ATP como cofactor.

d) Metilacion del rRNA 16S. Tiene su origen en los microorganismos productores de
aminoglicdsidos que lo utilizaban como mecanismo defensivo ante sus propios productos, e
implica la metilacion post-transcripcional del rRNA con la utilizacion del S-adenosil-metionina
como cofactor.

Los aminoglicosidos producen errores de lectura en la transduccidon e impiden la translocacion

(59) uniéndose a un motivo altamente conservado del rRNA 16S dando como resultado
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alteraciones en la funcién del ribosoma. La alteracion por sustitucion o metilacion de las bases
implicadas en la unién entre el ARNr 16S y los aminoglicosidos puede producir pérdida de la
afinidad por el antibidtico y resistencia al hospedador (60,61,62). En Enterobacteriaceae se han
descrito los genes armA (63). En todos los casos los genes que codifican estas metilasas se
encuentran localizados en plasmidos conjugativos y confieren resistencia a kanamicinas y

gentamicinas.

d) Cloranfenicol

Estructura y clasificacion:

El cloranfenicol es un antibidtico derivado del Streptomyces venezuelae, un hongo aislado por
primera vez en 1947 en tierra recolectada de Venezuela (64). Este antibiotico tiene una estructura
con una porcion nitrobenzeno y es un derivado del 4cido dicloroacético. Actualmente se produce

sintéticamente.

I

I

O,N

Mecanismo de accion:

El cloranfenicol ejerce sus efectos mediante la unién reversible a la subunidad 50S del ribosoma
bacteriano, hecho que impide la unién del aminoacil-tRNA al receptor del ribosoma y, en
consecuencia, la sintesis de polipéptidos bacterianos (65). El bloqueo de la sintesis de proteinas
produce un efecto bacteriostatico en la mayoria de los microorganismos susceptibles. Aunque,

también es bactericida frente a muchos patogenos.
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Mecanismos de resistencia:

El mecanismo de resistencia mas frecuente a este antibidtico es la produccion de una
acetiltransferasa. Es habitual que los genes responsables (cat) estén localizados en pequefios
plasmidos con multiples copias. La enzima acetila los dos grupos hidroxilo de la molécula en
una reaccion en la cudl también participa la acetilcoenzima A. Los derivados formados no tienen
capacidad para unirse a la subunidad 50S del ribosoma e inhibir la peptidiltransferasa. Hay
descritos diversos tipos de acetiltransferasas (5 tipos en S. Aureus y 3 en bacterias
gramnegativas) (66,67). También existen otros mecanismos de resistencia descritos como son los
sistemas de expulsion especificos de cloranfenicol y florfenicol y los transportadores de varias
drogas.

Sistemas de expulsion especificos: Son genes asociados con la expulsion de cloranfenicol y
florfenicol que se encuentran en una gran variedad de bacterias de importancia clinica y
ambiental (68). Existen al menos 8 sistemas de expulsion especificos descritos hasta el momento,
E-1 a E-8. Solo en los grupos E-3 y E-4 ha sido reportada la resistencia a ambas drogas. La
resistencia a cloranfenicol por inactivacidon enzimatica fue detectada por primera vez en 1979 en
Pseudomonas aeruginosa (69) y mas tarde en el transposén Tn/696 donde mediante
secuenciacion se describieron los genes cmlA (70,71). Los genes cmlA son parte de un cassette
de genes. Sin embargo en contraste con otros cassettes que portan genes de resistencia, los genes
cmlA tienen su propio promotor y su expresion es regulada de manera inducida por atenuacion
traslacional.

Otro numero de genes llamados en la literatura como pp-flo, cmiA-like, floSt, flo o floR,
confieren resistencia combinada a cloranfenicol y florfenicol y han sido agrupados en el grupo

E-3. El primer miembro de este grupo pp-flo fue detectado en P. damselae subsp. piscicida,
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microorganismo patogeno en peces (72). Mas recientemente, se han descrito genes del grupo E-3
en un cluster cromosomal de genes multirresistentes en Salmonella entérica serovar
Typhimurium DT 104 (73,74). Este cluster de genes de resistencia a antibidticos de
aproximadamente 13 kb estd incluido en una isla gendémica cromosomal llamada, SGI1
(Salmonella Genomic Island 1) (75). El gen floR también ha sido descrito en plasmidos y en el
cromosoma de E. coli (76,77,78,79).

Ademas de los sistemas de expulsion especificos, se han identificado un variado nimero de
sistemas transportadores de varias drogas cuyo espectro de sustratos incluye al cloranfenicol y/o
florfenicol. Estos se encuentran en menor medida que los sistemas de expulsion especificos. Un
ejemplo de estos es el sistema de expulsion AcrAB-TolC que expulsa cloranfenicol y florfenicol
a bajos niveles. También se ha descrito el sistema transportador de cloranfenicol MdfA en E. coli
(80,81,82).

Otros mecanismos de resistencia tales como, O-fosforilacion (83) y degradacidn hidrolitica de
cloranfenicol a p-nitrofenilserinol (84) se han visto en la produccién de cloranfenicol por parte
de S. venezuelae. Este ltimo parece ser un mecanismo de autodefensa ante la produccion del
antibidtico.

Finalmente, un nuevo gen llamado cfr que confiere resistencia a cloranfenicol y florfenicol
(mecanismo de resistencia aun por determinar) ha sido detectado en el plasmido pSCFSI1 en

Staphylococcus sciuri (85,86).

e¢) Sulfamidas y Trimetoprim

Estructura y clasificacion:
Las sulfamidas fueron las primeras drogas eficaces empleadas para el tratamiento sistémico de

las infecciones bacterianas en el ser humano. Les caracteriza compartir una estructura quimica
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similar al &cido para-amino-benzoico (PABA). La evolucidn en la investigacidn, con la aparicion
de nuevos agentes y el posterior desarrollo de elevada resistencia limit6 su uso (87). Actualmente
el cotrimoxazol ha aumentado su interés clinico. Este es una combinacidon a dosis fijas de
sulfametoxazol con trimetoprim. El compuesto base de las sulfamidas es la sulfanilamida, cuya
estructura es similar al PABA, factor requerido por las bacterias para la sintesis del acido folico.
Es importante el grupo amino libre en posiciéon 4 pues se relaciona con su actividad. Las
sustituciones a nivel del radical sulfonilo modifican las caracteristicas farmacocinéticas, pero no
la actividad antibacteriana. Las sustituciones en el grupo amino en la posicion 4 dan compuestos

de mejor absorcion intestinal.

Molécula de sulfamida

SO,NH,

MH,

Mecanismo de accion:

Las sulfamidas son andlogos estructurales y antagonistas del PABA e impiden la utilizaciéon de
este compuesto para la sintesis de acido folico. Este a su vez acta en la sintesis de timina y
purina. Esta accidn se ejerce compitiendo por la accibn de una enzima bacteriana
(dihidropteroico-sintasa) responsable de la incorporacion de PABA al é4cido dihidropteroico,
precursor del acido folico. Las células de los mamiferos requieren acido félico preformado ya

que no pueden sintetizarlo y por lo tanto no son atacadas (88).
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Mecanismo de resistencia:

Estan implicados diversos mecanismos. Disminucion de la permeabilidad, expulsién activa y
alteraciones enzimaticas que permiten la produccién de acido félico por una via alternativa, o por
hiperproduccién de PABA lo que neutraliza la competencia de las sulfamidas. La resistencia
cromosdmica puede ser debida a el gen dhps que codifica una dihidropteroato sintetasa resistente
a la accién de las sulfamidas. También se han descrito al menos dos genes en plasmidos o
integrones (Sull y Sulll) codificadores de enzimas que implican modificaciones de la sintasa y

disminucién de la permeabilidad (89).

Trimetoprim: No es posible referirse a las sulfamidas sin hacerlo al trimetoprim, ya que las
primeras tienen actualmente escasas indicaciones clinicas, siendo mucho mas usado el
cotrimoxazol, que es una combinacion de sulfamida y trimetoprim. Fue obtenido por sintesis a

partir de una pirimidina.

Molécula de trimetoprim
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Mecanismo de accion:
Es trimetoprim es un poderoso inhibidor de la dihidrofolato reductasa bacteriana, enzima que

actta en la sintesis del acido folico. Es un mecanismo similar al de las sulfamidas, pero actia en
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un paso posterior. El trimetoprim interfiere en la conversion del &cido dihidrofélico a acido
tetrahidrofolico, precursor de la sintesis de 4acido folico. Como el sulfametoxazol y el
trimetoprim ejercen un bloqueo secuencial en la biosintesis del &cido folico, su combinacion

tiene una accion sinérgica altamente eficaz contra un amplio espectro de microorganismos.

Mecanismos de resistencia:

La resistencia se relaciona a multiples mecanismos que pueden ser cromosémicos o plasmidicos.
El mas importante desde el punto de vista clinico es la presencia de plasmidos que poseen genes
que codifican dihidrofolato-reductasas diferentes de la original, en estos plasmidos son comunes
los integrones donde se encuentran genes dfir (90). También puede deberse a cepas
hiperproductoras de la enzima que agotan la capacidad de inhibiciéon del farmaco, o bien

alteraciones de la permeabilidad celular.

f) Tetraciclinas

Estructura y clasificacion:

Los primeros miembros de esta familia fueron descubiertos a finales de los afios 40
(clorotetraciclina y oxitetraciclina). Estas moléculas eran productos de Streptomyces
aureofaciens 'y Streptomyces rimosus respectivamente. Otras tetraciclinas se identificaron
posteriormente, como moléculas naturales (tetraciclina y dimetilclorotetraciclina) o como
productos semisintéticos, como metaciclina, doxiciclina y minociclina. El prematuro éxito de la
tetraciclina, llevé a la sintesis de analogos que permiten una mejor solubilidad, una
administracion parenteral y mejor absorcion oral. Estos compuestos semisintéticos son la

rolitetraciclina y la limeciclina.
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Las moléculas de tetraciclina estdn formadas por un nucleo tetraciclico (cuatro anillos
bencénicos) donde se unen diferentes grupos funcionales que dan lugar a las diferentes
moléculas de tetraciclinas. Una caracteristica importante para no perder la actividad
antibacteriana entre las tetraciclinas es la de mantener la linealidad del nticleo. Otra caracteristica
importante es el hecho de que estos antimicrobianos son agentes quelantes fuertes y por tanto sus
propiedades antimicrobianas y farmacocinéticas se ven influenciadas por la quelacion de los

iones metalicos.

Molécula de tetraciclina

Mecanismo de accion:

Las tetraciclinas se unen de manera definitiva a la subunidad 30S ribosémica, provocando
inhibicion de la sintesis de proteinas. Para llegar a la diana tienen que penetrar la pared celular a
través de los poros o por un proceso de transporte. La resistencia a tetraciclina ocurre cuando
disminuye la penetracidon o cuando se forman proteinas que protegen al ribosoma de la union de
las tetraciclinas a su sitio blanco. La disminucion en la penetracion de este antibidtico dentro de
la célula bacteriana puede acompaifiarse de un mecanismo de expulsidon activo (bombas de
expulsidon activa) mediado por proteinas de membrana tipo Tet. Estas proteinas exportan la

tetraciclina del interior celular disminuyendo la concentracion de la droga en el citoplasma.
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Mecanismos de resistencia:

La causa principal de resistencia a tetraciclina es debida a la adquisicién por parte de las
bacterias de los genes fet. Hasta hoy, se han caracterizado 29 genes de resistencia a tetraciclina
(tef) y tres genes de resistencia a oxitetraciclina (o#r). Dieciocho de los genes tet y uno de los
genes ofr codifican bombas de expulsion activa, y 7 de los genes tet y otr (A) codifican proteinas
de proteccion del ribosoma. Asi, los principales mecanismos de resistencia son:

a) Bombas de expulsion activa especificas para tetraciclinas.

b) Proteccion del ribosoma.

¢) Desactivacion enzimatica.

d) Disminucién de la acumulacion de las tetraciclinas en el interior de la bacteria, debido a
alteraciones en la permeabilidad de la membrana externa y sistemas de expulsion activa no
especificos para tetraciclinas.

e) Alteraciones en la diana de la tetraciclina.

La mayoria de los genes de resistencia a tetraciclina estdn asociados a plasmidos moviles,
transposones, transposones conjugativos e integrones. Esto elementos mdviles han permitido que
los genes de resistencia a tetraciclina hayan pasado de especie a especie y de género a género
mediante conjugacion (91).

Las bombas de expulsion son las mas estudiadas. Los genes que codifican para estas proteinas
pertenecen a la superfamilia de facilitacion mayor (MFS). Estas proteinas estdn divididas en 6
grupos segun la identidad de la secuencia de aminoacidos:

Grupol: Tet (A), Tet (B), Tet (C), Tet, (D), Tet (G), Tet (H), Tet (Z) y probablemente Tet (1),
Tet (J) y Tet (30). De este grupo el tnico que se ha encontrado en grampositivos es Tet (Z); las

demas solo se han descrito en gramnegativos.
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Grupo 2: Incluye Tet (K) y Tet (L). Se encuentran mayoritariamente en grampositivos.

Grupo 3: Incluye Otr (B) y Tcr, encontradas en Streptomyces sp. Son similares topologicamente
al grupo 2.

Grupo 4: TetA (P) de Clostridium sp. El gen tet(P) es bastante inusual porque consiste en un gen
que codifica una bomba de expulsion funcional zetA(P), unida a un gen que codifica una proteina
de proteccion de ribosoma, fefB(P). fetA(P) se ha encontrado solo, pero 7e/B(P) siempre se ha
encontrado unida al gen tetA(P).

Grupo 5: Incluye Tet (V) de Mycobacterium smegmatis.

Grupo 6: incluye determinantes aun sin ningin nombre en concreto, de Corynebacterium
striatum y también incluye una proteina que se cree utiliza ATP en lugar de un gradiente de
protones como fuente de energia.

La proteccion del ribosoma se debe a la presencia en las bacterias de genes zet que codifican la
sintesis de unas proteinas citoplasmaticas cuya funcion es proteger el ribosoma frente a la accion
de estos antimicrobianos. A diferencia de las bombas de expulsion confieren resistencia a
tetraciclina, minociclina y doxiciclina, por tanto confieren un mayor espectro de resistencia que
las bombas de expulsidn especificas para estos antimicrobianos. En este grupo se han descrito 9
proteinas: Tet (M), Tet (O), Tet (P), Tet (Q), Tet (S), Tet (T), Tet (W), Otr (A) y otra que aun no
se le ha asignado nombre especifico (91).

La desactivacion enzimatica, estd inducida por el gen fe#(X), es el tnico ejemplo de resistencia
a tetraciclina a causa de una alteracién enzimatica del antibidtico. No tiene importancia clinica,
debido a que su actividad solo se ha demostrado in vitro (91).

Disminucion de la acumulacion: Las bacterias poseen de manera innata proteinas codificadas
por el cromosoma que transportan moléculas dentro y fuera de la célula. Estas proteinas se

dividen en diferentes grupos, en los cudles se incluye las MFS, la familia RND (resistance
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nodulation cell division), la pequefia familia de resistencia a multiples antibidticos (SMR), que
codifica bombas de expulsion activa que dependen del flujo de protones, con un mecanismo de
entrada y salidad de protones, y la familia de transportadores de union a ATP (ABC). Algunas de
estas bombas de expulsion activa confieren resistencia a las tetraciclinas. Un gran nimero de
bombas de expulsion activa tienen la tetraciclina como sustrato. Estas bombas son diferentes a
las de la familia MFS, ya que se encuentran principalmente en bacterias gramnegativas y estan
involucradas a expulsar ligandos (tanto antibidticos, como iones metalicos toxicos) fuera de la
célula. Ademas se asocian a una proteina que actua como ligando y a un canal de membrana
externa.

Alteraciones en la diana. Recientemente, en 15 cepas clinicas resistentes a tetraciclina de
Propionibacterium cutania, se encontr6 que en lugar de una guanina en la posicién 1058 del gen
del rRNA 16S habia una citosina. Este cambio se asocia con el aumento de la resistencia a este
antibidtico, aunque no esta del todo clara su repercusion clinica (92). Lo que si es importante es
la regién donde ocurre la mutaciéon debido a que interviene en la terminacion de la cadena
peptidica y garantiza un buen resultado en la traduccion. En este punto se han desrito mutaciones

en Helicobacter pylori (93).
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2) HIPOTESIS Y OBJETIVOS

En la actualidad los microorganismos pertenecientes al género Salmonella constituyen uno de los
principales agentes causantes de gastroenteritis aguda y diarrea del viajero. Estos patdgenos
forman un grupo muy heterogéneo con diferentes caracteristicas fenotipicas y genotipicas, donde
una de estas caracteristicas y a la postre la mas importante es la elevada resistencia
antimicrobiana, dada principalmente por la transferencia horizontal de genes de resistencia. Esta
caracteristica indudablemente representa un problema para la salud publica mundial, que
reafirma la necesidad de mantener la vigilancia de estos microorganismos, para obtener
suficiente informacion de los niveles de resistencia y de los mecanismos moleculares de
resistencia, y asi poder desarrollar mejores tratamientos y estrategias para prevenir y detener su
diseminacion. Si bien en muchas ocasiones las enteritis no necesitan tratamiento antibidtico, en
nuestro hospital aproximadamente un 50% de los pacientes con DV requiere tratamiento lo que
hace necesario conocer la susceptibilidad antimicrobiana de estas cepas. Por todo lo anterior

expuesto, los objetivos de nuestro trabajo fueron los siguientes:

Objetivo general

Investigar las bases moleculares de los mecanismos de resistencia a diferentes agentes

antimicrobianos en cepas de Salmonella spp.

Objetivos especificos

e Analizar la evolucion de la resistencia antimicrobiana en cepas de Sa/monella causantes de
diarrea del viajero y caracterizar los mecanismos de resistencia a diferentes agentes

antimicrobianos presentes en estas cepas.
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e Determinar la presencia de integrones Clase 1 (elementos que tienen la funcidén de integrar o
movilizar genes de resistencia a antibidticos) asi como, los genes de resistencia que portan, en

cepas de Salmonella causantes de diarrea del viajero.

e Caracterizar el mecanismo de resistencia que provoca susceptibilidad disminuida a

gentamicina en un aislamiento clinico de Sa/monella Haifa causante de diarrea del viajero.
e Determinar la epidemiologia molecular, susceptibilidad antimicrobiana, y los mecanismos de

resistencia de cepas de Salmonella spp. causantes de gastroenteritis aguda, aisladas en diferentes

provincias de Cuba.
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3.1. ARTICULO 1

Mecanismos de resistencia a varios agentes antimicrobianos en aislamientos

clinicos de Salmonella causante de diarrera del viajero.

En este articulo se analizo la evolucion de la resistencia antimicrobiana en aislamientos de
Salmonella causantes de diarrea del viajero y sus mecanismos de resistencia frente a diversos
agentes antimicrobianos probados.

Un total de 62 cepas de Salmonella fueron aisladas de muestras de pacientes con diarrea del
viajero en el periodo comprendido entre 1995-2002. Se determind la susceptilidad
antimicrobiana frente a 12 antimicrobianos y se estudiaron los mecanismos moleculares de
resistencia. Se encontraron altos niveles de resistencia frente a tetraciclina, ampicilina (21 y
19%, respectivamente), y acido nalidixico (16%), que fue detectada principalmente a partir del
afio 2000. Los mecanismos moleculares de resistencia fueron analizados en 16 aislamientos. En
los aislamientos que se detectd resistencia a ampicilina se identificaron tres genes que
codificaban para B-lactamasas: oxa-1, tem-like y carb-2. La resistencia a tetraciclina estuvo
relacionada principalmente a teftA (5 casos), y tetB y tetG (un caso cada una). La resistencia al
cloranfenicol estuvo relacionada con la presencia de los genes floR, cmiA y la actividad
cloranfenicol acetil transferasa. En las cepas resistentes a trimetoprim/sulfametoxazol se
detectaron diferentes genes que codificaban para dihidrofolato reductasas (dfrAl, dfrA2, dfrAl4
y dfrA17). La resistencia al 4acido nalidixico estuvo relacionada con la presencia de mutaciones
en los codones 83 y 87 del gen gyrA. El fomento de la vigilancia de Salmonella spp. causantes
de diarrea del viajero es necesaria para detectar las tendencias en su resistencia frente a los
agentes antimicrobianos, como mostramos en nuestro estudio con el acido nalidixico. Ademas,
tales estudios deben ir dirigidos a mejorar el tratamiento y las estrategias para prevenir y limitar

su diseminacion.
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The evolution of antimicrobial resistance in Salmonella isolates causing traveler’s diarrhea (TD) and their
mechanisms of resistance to several antimicrobial agents were analyzed. From 1995 to 2002, a total of 62
Salmonella strains were isolated from stools of patients with TD. The antimicrobial susceptibility to 12
antibiotics was determined, and the molecular mechanisms of resistance to several of them were detected as
well. The highest levels of resistance were found against tetracycline and ampicillin (21 and 19%, respectively),
followed by resistance to nalidixic acid (16%), which was mainly detected from 2000 onward. Molecular
mechanisms of resistance were analyzed in 16 isolates. In these isolates, which were resistant to ampicillin, two
genes encoding 3-lactamases were detected: oxa-1 (one isolate) and fem-like (seven isolates [in one strain
concomitantly with a carb-2]). Resistance to tetracycline was mainly related to tet4 (five cases) and to fetB and
tetG (one case each). Resistance to chloramphenicol was related to the presence of the floR and cmiA genes and
to chloramphenicol acetyltransferase activity in one case each. Different genes encoding dihydrofolate-reduc-
tases (dfrAl, dfrA12, dfrA14, and dfrA17) were detected in trimethoprim-resistant isolates. Resistance to
nalidixic acid was related to the presence of mutations in the amino acid codons 83 or 87 of the gyr4 gene.
Further surveillance of the Salmonella spp. causing TD is needed to detect trends in their resistance to
antimicrobial agents, as we have shown in our study with nalidixic acid. Moreover, such studies will lead to

better treatment and strategies to prevent and limit their spread.

Traveler’s diarrhea (TD) is the most frequent infection ac-
quired by travelers to developing countries, affecting 20 to 50%
of the 35 million travelers from industrialized countries each
year. The most important risk factors are the destination of the
traveler, host-associated factors, and exposure to contaminated
food and water (19). Farm animals often carry salmonellas,
affecting meat, dairy products and eggs. Thus, salmonella is
one of the main etiological agents causing TD (7, 19, 36).

Salmonella usually produces a self-limited illness, although
the duration or the severity of the symptoms may require
antibiotic treatment. Salmonella spp. display high natural sus-
ceptibility levels to the most commonly used antibacterial
agents (34). However, the occurrences of isolated Salmonella
strains showing resistance to one or more antibacterial agent
have steadily increased, probably due to continuous antibiotic
pressure (3, 6, 18, 27, 35). This is an important public health
problem that may be related to therapeutic failure (43).

This problem is especially relevant in developing areas,
where the lack of economic resources does not allow a wide
antibacterial armamentarium. Moreover, in some of these ar-
eas, both the social situation and the presence of other basal
illnesses, such as malaria, favor the acquisition of systemic
Salmonella infections (9). To date, only a few studies have
extensively analyzed the levels of resistance to antimicrobial
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agents in Salmonella spp. isolated in developing areas (9, 15,
16, 21, 31). Moreover, none of them have analyzed in depth the
mechanisms of resistance underlying the resistant phenotypes.

Analysis of bacterial infections in international travelers is
an indirect source of information about these developing coun-
tries, providing information on both the characteristics of these
particular infections and the current situation in some less-
developed areas.

Thus, resistance to some antibiotics, such as B-lactam, tet-
racycline, chloramphenicol, or trimethoprim-sulfamethoxazole
is being reported with increasing frequency (3, 12). Moreover,
the development of quinolone resistance has been described
not only in some clones of the widespread Salmonella enterica
serovar Typhimurium definitive phage type 104 (8) but also in
some Salmonella strains isolated from travelers returning from
India and other areas due to the introduction of nalidixic acid
for the treatment of some infections (4, 12).

The aim of our study was to analyze the evolution of anti-
microbial resistance in Salmonella isolates causing TD and to
characterize the mechanisms of resistance to several antimi-
crobial agents.

MATERIALS AND METHODS

Bacterial isolates. From 1995 to 2002, a total of 2,216 travelers with TD
presented at the Tropical Medicine Unit; feces samples were processed at the
laboratory of clinical microbiology of the Hospital Clinic, Barcelona, Spain. In all
cases, diarrhea commenced during the trip or no more than 3 days after return.
Diarrheagenic pathogens were isolated and identified by conventional methods
(20). All patients filled out a clinical and epidemiological protocol form.
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TABLE 1. Sequences of primers for amplification

Antibiotic Gene Primer sequence I?ir;pl(lgg; iﬁ;?:é% f::)fl(l: rr?n((:)er
Nalidixic acid grA 5'-AAATCTGCCCGTGTCGTTGGT-3' 343 55 30
5'-GCCATACCTACG GCGATACC-3’
Tetracycline tetA 5'-GATATTCTGAGCACTGTCGC-3’ 950 55 10
5'-CTGCCTGGACAACATTGCTT-3'
tetB 5'-TTGGTTAGGGGCAAGTTTTG-3’ 600 55 26
5'-GTAATGGGCCAATAACACCG-3’
tetG 5'-GCTCGGTGGTATCTCTGC-3' 500 55 26
5'-AGCAACAGAATCGGGAAC-3'
Trimethoprim dfrAl 5'-GTGAAACTATCACTAATGG-3’ 474 55 25
5"-TTAACCCTTTTGCCAGATTT-3'
dfrA14 5'-GAGCAGCTICTITTIAAAGC-3' 393 60 25
5'-TTAGCCCTTTIICCAATTTT-3'
dfrA12 5'-GGTGSGCAGAAGATTTTTCGC-3’ 319 60 25
5'-TGGGAAGAAGGCGTCACCCTC-3’
dfrA7 5'-TTGAAAATTTCATTGATTG-3' 474 55 25
5"-TTAGCCTTTTTTCCAAATCT-3’
dfrB 5'-GATCACGTGCGCAAGAAATC-3’ 141 60 25
5'-AAGCGCAGCCACAGGATAAAT-3’
Chloramphenicol floR 5'-CACGTTGAGCCTCTATAT-3’ 868 55 26
5'-ATGCAGAAGTAGAACGCG-3’
cmlA 5'-TGTCATTTACGGCATACTCG-3' 435 55 This study
5'-ATCAGGCATCCCATTCCCAT-3’
Ampicillin tem 5'-TTGGGTGCACGAGTGGGTTA-3’ 503 55 6
5'-GACAGTTACCAATGCTTAATCA-3'
carb 5'-AATGGCAATCAGCGCTTCCC-3’ 586 55 6
5'-GGGGCTTGATGCTCACTCCA-3’
oxa-1-like 5'-ACCAGATTCAACTTTCAA-3' 598 55 6
5'-TCTTGGCTTTTATGCTTG-3’
shy 5'-ATGCGTTATATTCGCCTGTG-3' 841 55 This study

5'-TTAGCGTTGCCAGTGCTCG-3’

Serotyping and phage typing. Serotyping was performed with somatic and
flagella antiserum. The flagellum phase was determined by the inversion of phase
method as described by Kauffman and White and according to the recommen-
dations of Edward and Ewing (20). We also determined the phage types of
Salmonella enterica serovars Enteritidis, Typhimurium, Hadar, and Virchow (20).

Antimicrobial susceptibility testing. The antimicrobial susceptibility test to 12
antimicrobial agents: ampicillin, amoxicillin-clavulanic acid, nalidixic acid, tetra-
cycline, trimethoprim-sulfamethoxazole, chloramphenicol, gentamicin, amikacin,
imipenem, norfloxacin, ciprofloxacin, and ceftazidime were performed by using
the Kirby-Bauer method (2). Interpretation of results was performed according
to NCCLS guidelines.

The MICs of ampicillin, chloramphenicol, nalidixic acid, tetracycline, tri-
methoprim-sulfamethoxazole, ciprofloxacin, and amoxicillin-clavulanic acid to
the strains showing resistance was also determined by the agar dilution method
according to NCCLS guidelines. Staphylococcus aureus ATCC 29213, Escherichia
coli ATCC 25922, Escherichia coli ATCC 35218, and Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853 were used as controls (23).

Detection of the mechanism of resistance. To determine the quinolone resis-
tance mechanisms, mutations in the gyr4 and parC genes were detected by PCR
with the primers and conditions presented in Table 1. The presence of the cmlA
and floR genes associated with chloramphenicol resistance was determined by
PCR (Table 1) and electrophoresis in 2% agarose gels. A previously described
colorimetric assay was performed to determine the presence of chloramphenicol
acetyltransferase (CAT) activity (6, 11). The detection of genes encoding B-lac-
tamases (tem-like, carb-like, shv-like, and oxa-1-like (24) was carried out by PCR
(Table 1). The PCR products were detected by electrophoresis in 2% agarose
gels. To detect the mechanism of tetracycline resistance, the presence of fetA,
tetB, and tetG genes was determined by PCR and electrophoresis in 2% agarose
gels (Table 1) (10, 11, 26). To determine the mechanism of trimethoprim resis-
tance, the presence of dihydrofolate reductases was detected by PCR with ge-

neric primers (Table 1), and posterior restriction fragment length polymorphism
with the appropriate restriction enzyme as described previously (25).

DNA sequencing of the PCR products. The purified PCR products visualized
in gels were processed for DNA sequencing and analyzed in an automatic DNA
sequencer (ABI 377; Perkin-Elmer, Emeryville, Calif.) by using the BigDye
terminator cycle sequencing kit (v3.1; Perkin-Elmer).

RESULTS AND DISCUSSION

From 1995 to 2002, 2,216 patients with TD were treated in
the Tropical Medicine Unit of our hospital. Salmonella spp.
were identified in 62 patients (3.8%) in as described in previ-
ous studies developed for Spanish travelers (37), showing that
the relevance of this pathogen remains unaltered as a cause of
TD. The distribution of the Salmonella spp. clinical isolates
according to serovar and geographical origin is shown in Table
2. Overall, 20 different serovars were identified, with serovar
Enteritidis being the most prevalent, followed by serovar Ty-
phimurium. Similar results were reported by Hakanen et al.
(12) for Salmonella spp. isolated from travelers to Southeast
Asia. The remaining isolates belonged to a wide variety of
serovars (Table 2).

According to the geographical origins, 16 isolates (25.8%)
were from Western Africa and 8 (12.9%) were from the Indian
subcontinent. Meanwhile, other geographical areas showed
<10% of the total isolates (Table 2), and six isolates were of
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TABLE 2. Distribution of Salmonella clinical isolates according to serovar and geographical origin

gﬁ;igg Serovar Phage type Country(ies) visited (n)?
4 Enteritidis 4 Senegal, Ecuador, Thailand, ND
10 Enteritidis 1 Kenya, Ecuador, Australia, India, Mexico/Guatemala,
Peru, Morocco, ND (3)

1 Enteritidis 20 Tanzania

4 Enteritidis Turkey, Nepal, Dominican Republic, SEA
5 Typhimurium Maldivas, Mali, Cuba, India/Nepal, Gambia
1 Typhimurium 104B Ivory Coast

1 Braenderup Nicaragua

1 Tenesse Egypt

1 Newport Mexico/El Salvador

1 London ND

1 Vinohrady Mali

1 Paratyphi A India

1 Carno Ivory Coast

1 Typhi Philippines

1 Kiambu Mali/Burkina-Faso

1 Muenchen Cameroon

1 Hadar NRP* Bolivia

1 Agona India

1 Infantis Equatorial Guinea

2 Kentucky Mali/Burkina-Faso, Senegal

1 Cholerasuis Mexico

1 Haifa Egypt

1 Wangata Equatorial Guinea

1 Lexington Uganda

1 Montevideo Senegal

1 Goldcoast Senegal

1 Risseu Mali/Burkina-Faso

1 Virchow 31 India
14 Salmonella spp. India (3), Mali (2), SEA, Morocco, South Africa,

Peru, Cuba, Vietnam, Nepal, Indonesia (2)

“ NPR, nonrecognized pattern.
> ND, not determined; SEA, Southeast Asia. n = number of isolates.

unknown origin. No relationship was observed between the
serotypes found and the geographical origin of the samples.
In some of these patients other microorganisms, such as
Shigella sp. (one case), Campylobacter spp. (two cases), Aero-
monas sp. (one case), diarrheagenic Escherichia coli (four
cases), and Giardia lamblia (one case) were isolated.
Twenty-eight strains showed resistance to at least one of the
antibacterial agents analyzed. Seven of these strains showed
resistance to three or more unrelated antibacterial agents be-
ing considered as multiresistant strains. The antimicrobial
resistance observed mainly affected five antibacterial agents:
ampicillin, trimethoprim-sulfamethoxazole, chloramphenicol,
tetracycline, and nalidixic acid. Similar results have been ob-
served in analyses of clinical isolates in developing areas (9, 16,
21, 31, 39). The highest levels of resistance, 21 and 19%, were
found against tetracycline and ampicillin, respectively, fol-
lowed by nalidixic acid (16%). Resistance to the other antimi-
crobial agents tested was <10% (Table 3). The incidence of
nalidixic acid-resistant Salmonella isolates causing TD has
been steadily rising since 2000 (Fig. 1) and has mainly been
observed in isolates belonging to serotype Enteritidis. The
wide use of quinolones such as nalidixic acid and ciprofloxacin
for the treatment of infections in regions such as India and
Central America has been correlated with the increase in re-
sistance to these antimicrobial agents (4, 39, 40). In our study,
two nalidixic acid-resistant strains were isolated from feces of
travelers to India, and two strains were from Central America.

The remaining nalidixic acid-resistant isolates were from
Egypt, Morocco, Peru, and Kenya, with two strains of unknown
origin. These results suggest that quinolone resistance is not
limited to aforementioned areas but is widespread.
Antibiotic treatment (mainly ciprofloxacin) was required in
73% of the patients. In all cases the treatment was done em-
pirically prior to obtaining laboratory results. The analysis of
the outcome of these patients showed that treatment with

TABLE 3. Antimicrobial susceptibility of Salmonella
clinical isolates®

Susceptible  Intermediate  Resistant
Antimicrobial agent

n % n % n %

Ampicillin 49 79 1 2 12 19
Amoxicillin-clavulanic acid 57 92 5 8 0 0
Imipenem 62 100 0 0 0 0
Ceftazidime 62 100 0 0 0 0
Norfloxacin 62 100 0 0 0 0
Nalidixic acid 51 82 1 2 10 16
Ciprofloxacin 62 100 0 0 0 0
Gentamicin 59 95 0 0 35
Amikacin 62 100 0 0 0 0
Trimethoprim-sulfamethoxazole 56 91 0 0 6 9
Tetracycline 47 76 2 3 13 21
Chloramphenicol 57 92 0 0 5 8

“ n, number of strains.
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FIG. 1. Evolution of nalidixic acid resistance in Salmonella spp. causing TD from 1995 to 2002. The resistance to nalidixic acid represented in
this figure was established according to the number of strains isolated in each year.

ciprofloxacin was effective in all patients with nalidixic acid-
resistant isolates except one, in whom a change in the treat-
ment to amoxicillin-clavulanic acid was required.

Reports of different microorganisms, such as Shigella flexneri
or Salmonella enterica serovar Typhi, showed high levels of
therapeutic failure in treatments with fluoroquinolones in pa-
tients infected with isolates showing nalidixic acid resistance
but fluoroquinolone susceptibility (17, 41). Thus, although
fluoroquinolones might be used as treatment in diarrhea by
nalidixic acid-resistant Salmonella strains, this option should be
carefully chosen, as shown by the therapeutic failure reported
in the present study.

Only 44 of the 62 Salmonella strains were able to grow from
the frozen stock, and these strains were therefore serotyped
again and phage typed in a reference laboratory (Table 2). Of
these 44 isolates, 16 isolates showed resistance to any antibiotic
and were further investigated to determine the mechanisms of
antibacterial resistance.

Single amino acid substitutions in both positions 83 and 87
of GyrA have been described as a cause of nalidixic acid re-
sistance in Salmonella spp., whereas substitutions at both po-
sitions plus substitutions in ParC have been detected in fluo-
roquinolone-resistant isolates (1, 11, 13, 22, 30, 32). In the
present study 9 of these 16 isolates showed resistance to nali-

TABLE 4. Mechanisms of resistance of Salmonella spp. causing TD

Mechanism of resistance

Strain Serovar Origin Resistance® (MIC [pg/ml])
Q (GyrA) CHL AMP TET  SXT
30922 Virchow India NAL (=256), SXT (=32) Tyr-87 dfrA14
62155 Enteritidis Mexico AMP (=256), NAL (=256) Tyr-87 tem
57360  Haifa Egypt TET (=256), NAL (=256) Tyr-83 tetA
37758  Enteritidis Morocco NAL (=256) Tyr-87
13472 Enteritidis Peru NAL (=256) Tyr-87
14089  Enteritidis ND“ NAL (=256) Tyr-87
49297  Enteritidis ND NAL (=256) Tyr-87
33568  Enteritidis India NAL (=256) Tyr-87
86 DV Enteritidis Kenya NAL (=256) Tyr-87
36452  Typhimurium Ivory Coast TET (128), AMP (=256) tem tetA
21340  Typhimurium Gambia TET (=256), AMP(=256), SXT (=32), CHL (128) cmlA  tem tetA  dfrA12
27976 Goldcoast Senegal TET (128), AMP (=256), SXT (=32), CHL (32) tem tetA  dfrA17
29839  Risseu Mali TET (128), AMP (=256) tem tetA
36498  Paratyphi India TET (=258), AMP (=256), SXT (=32), CHL (=128) cat  oxa-1 tetB  dfrAl
13805  Kiambu Mali TET (64), AMP (=256), CHL (=256) florR  tem, carb  tetG
15095 Hadar Bolivia TET (128), AMP (=256) tem tetA

“ ND, not determined.

® NAL, nalidixic acid; SXT, trimethoprim-sulfamethoxazole; AMP, ampicillin; TET, tetracycline; CHL, chloramphenicol; Q, quinolones.
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dixic acid and decreased susceptibility to ciprofloxacin and
norfloxacin. Seven were identified as serovar Enteritidis; the
rest were identified as serovar Virchow and serovar Haifa.
Eight of these nine nalidixic-resistant Salmonella strains, in-
cluding all of the serovar Enteritidis strains, presented a mu-
tation in codon 87 of the gyr4 gene, resulting in the amino acid
change Asp to Tyr, whereas the other strain (serovar Haifa)
presented a mutation in amino acid codon 83 (Ser to Tyr). No
mutation was found in the parC gene.

Eight isolates were resistant to ampicillin. This resistance
was associated with the presence of B-lactamases. The oxa-1
gene was detected in one strain, whereas a tem-like gene was
found in the other seven strains, in one case concomitantly with
a carb-2 (pse-1) gene. This result is in agreement with previ-
ously developed studies (5, 6, 29, 42). Although in some of
these studies, such as that performed by Roy et al. (29), the
percentage of TEM-like B-lactamase-producing strains was
higher than in ours, this may be explained by the diversity of
the geographical origin of the strains collected in our study. In
some of the strains producing a TEM-like B-lactamase an
intermediate level of susceptibility to amoxicillin plus clavu-
lanic acid was found. It has been shown that an overproduction
of these enzymes may result in decreased susceptibility or
resistance to amoxicillin plus clavulanic acid, which may ex-
plain the above-mentioned situation (33).

The main mechanism of resistance to trimethoprim is the
presence of integron-borne dihydrofolate reductases. Only
four isolates resistant to trimethoprim were studied, showing
the presence of four different dihydrofolate reductase genes
(dfrAl, dfrA12, dfrA14, and dfrA17) (Table 4). Despite the
greater use of cotrimoxazole in developing countries, in our
study only four strains showed resistance to this antimicrobial
agent. This finding is in contrast to the high percentages of
trimethoprim resistance in Shigella or diarrheagenic E. coli
isolates causing TD (38, 39, 40). To our knowledge, this is the
first time that dfrA17 has been found in a Salmonella strain of
African origin.

Resistance to chloramphenicol was determined in four cases
and was associated with the presence of floR and cmlA genes
and CAT activity in three different cases. These cases showed
chloramphenicol MICs higher than 128 pg/ml, whereas no
specific mechanism was identified in the remaining isolate
(chloramphenicol MIC of 32 wg/ml) (Table 4).

Eight isolates were resistant to tetracycline; the tet4 gene
was detected in six cases and the fetB and tetG genes were
detected in one case each (Table 4). The intestinal tract is a
suitable habitat for the acquisition of the tet4 and tetB genes by
horizontal gene transfer, since these tetracycline determinants
are common in Enterobacteriaceae (10, 14, 28). In a recent
study developed in Shigella spp. and enteroinvasive Escherichia
coli of different geographical origins, the tetB gene was more
prevalent than the fet4 gene (14). Our results show that the
most prevalent mechanism of resistance to tetracycline among
the strains we tested was tet4. This difference may be explained
by the fact that Shigella and Salmonella spp. may have different
ecological niches.

In summary, our results show the level of antimicrobial re-
sistance of Salmonella spp. from different geographical origins
and although, overall, this resistance is lower than that pre-
sented by Shigella spp. or diarrheagenic Escherichia coli, the
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increasing resistance to nalidixic acid in compared to the
above-mentioned microorganisms is of special concern and
may result in a loss of therapeutic usefulness of fluoroquino-
lones. Moreover, high heterogeneity of the mechanisms of
resistance to ampicillin, trimethoprim, and tetracycline was
observed. Surveillance of the Salmonella spp. causing TD is
necessary in order to have current information on the resis-
tance levels and the mechanism of resistance present in these
strains, which will in turn help to provide better treatment and
to develop strategies to prevent and limit their spread.
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3.2. ARTICULO 2

Integrones Clase 1 en cepas de Salmonella causantes de diarrea del viajero.

Elementos genéticos tales como plasmidos, transposones, e integrones que portan genes de
resistencia han sido previamente reportados en Salmonella spp. y en otras muchas especies,
siendo estos los principales responsables de la adquisicion de resistencia antimicrobiana por
parte de la mayoria de los microorganismos.

El principal objetivo de este estudio fue determinar la presencia de integrones Clase 1 e
identificar los genes de resistencia localizados en ellos en diferentes serotipos de cepas
resistentes de Salmonella causantes de diarrea del viajero. Se estudiaron cepas de Salmonella
spp. pertenecientes a los siguientes serotipos: Enteritidis (7 cepas), Typhimurium (2 cepas),
Virchow (1 cepa), Haifa (1 cepa), Goldcoast (1 cepa), Risseu (1 cepas), Paratyphi A (1 cepa),
Kiambu (1 cepa), y Hadar (1 cepa). La presencia de integrones Clase 1 se determind por PCR,
utilizando primers especificos previamente descritos. Posteriormente los integrones fueron
secuenciados y las secuencias obtenidas se compararon en el banco de genes (GenBank) para la
identificacion exacta de los genes de resistencia.

Se identificaron integrones Clase 1 en 4 cepas (S. Virchow, S. Goldcoast, S. Haifa y S. Kiambu)
lo que representa un 25% de las cepas resistentes analizadas. Tres cepas presentaron un integron
y en una se encontrd dos integrones. El tamafio de los integrones estuvo en un rango de 1050 a
1700 pb. Los genes de resistencia localizados en los integrones codificaban para enzimas
asociadas con resistencia a aminoglicosidos, B-lactamicos, trimetoprim, y cloranfenicol. El
serotipo Virchow portaba un integron de 1500 pb que contenia los genes aadAla y dfrAl, el
serotipo Goldcoast contenia un integrén de 1700 pb con los genes aadAS5 y dfrAl7, el serotipo
Haifa portaba un integron de 1500 pb con el gen tet4. El serotipo Kiambu tenia dos integrones
de 1050 pb y 1300 pb que contenian los genes aadA2 y carb-2, respectivamente. El amplio
rango de origenes geograficos y los integrones contenidos en nuestras cepas demuestran la

capacidad de diseminacidn de estos elementos genéticos.
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Class 1 Integrons in Salmonella Strains Causing Traveler’s Diarrhea

Traveler’s diarrhea (TD) is a frequent health problem
among travelers abroad. Diarrheagenic Escherichia coli, Shi-
gella spp., Salmonella spp., and Campylobacter spp. are among
the most common causes of TD (3, 5). The antimicrobial
resistance in Salmonella strains is an increasing problem (15).
Genetic elements, such as plasmids, transposons, and inte-
grons, carrying resistant genes have previously been reported
for this microorganism (13, 14, 15). We previously studied the
evolution of antimicrobial resistance and the mechanisms of
resistance to several antimicrobial agents in Salmonella isolates
causing TD and found different genes encoding resistant de-
terminants (3). The aim of the present study was to determine
the presence of class 1 integrons and identify the resistance
genes located therein in different serotypes of TD-causing,
resistant Salmonella strains obtained in the previous study.

Sixteen Salmonella strains that were isolated from the stool
samples of patients with TD were analyzed (1) using the Kirby-
Bauer method and chosen for their resistance to at least one of
the following tested antimicrobial agents: ampicillin, amoxicil-
lin-clavulanic acid, nalidixic acid, tetracycline, trimethoprim-
sulfamethoxazole, chloramphenicol, gentamicin, ciprofloxacin,
amikacin, imipenem, norfloxacin, and ceftazidime. The results
were interpreted according to the Clinical and Laboratory Stan-
dards Institute (formerly NCCLS) guidelines (9). The strains be-
longed to the following Salmonella enterica serotypes: Enteritidis
(seven strains), Typhimurium (two strains), Virchow (one strain),
Haifa (one strain), Goldcoast (one strain), Risseu (one strain),
Paratyphi A (one strain), Kiambu (one strain), and Hadar (one
strain).

The presence of class 1 integrons was determined by PCR
amplification (7, 16). The sequences obtained were compared
to those in GenBank to identify the genes.

Class 1 integrons were present in 4/16 (25%) of the resistant
strains analyzed (Table 1; Fig. 1). Three of the four strains pre-
sented one integron, whereas the fourth showed two integrons,
with the integron sizes ranging from 1,050 to 1,700 bp. All inte-
grons were sequenced to detect the gene cassettes located inside.
The resistance genes located in the integrons encoded enzymes
that were associated with resistance to aminoglycosides, B-lac-
tams, trimethoprim, and chloramphenicol (Table 1). The preva-
lence of integrons among the Salmonella strains causing TD de-

M 13805 57360 27976 30922

2072 bp -
1500 bp -

600 bp -

FIG. 1. Class 1 integrons of Salmonella-resistant strains. The des-
ignation numbers of the strains are reported above each lane. Lane M,
the molecular weight marker.

scribed herein is similar to that described in other reports
analyzing Salmonella strains not causing TD. Class 1 integrons
were found in 20, 20, and 17% of the Salmonella strains that were
isolated in Spain, the United Kingdom, and China (6, 12, 17),
respectively. In these studies, serotype Virchow carried an inte-
gron containing the aadAla and dfiA1 genes and serotype Haifa
carried an integron with the fet4 gene (6, 12), which were different
from those found in our study. We have not found any report in
the scientific literature concerning the presence of integrons in
Salmonella serotype Goldcoast. Moreover, the type of resistance
genes that were found in the class 1 integrons agrees with previ-
ous studies that were undertaken with resistant Shigella strains
causing TD (11). Serotype Kiambu had two integrons containing

TABLE 1. Characteristics of Salmonella strains with class 1 integrons

Resistance genes by type and location

. .. Resistance” Integron X . - .
Strain Serotype Origin (MIC [ug/ml]) size (bp) Inside class 1 integrons Outside class 1 integrons
Chl Amp Amg? Sxt Chl  Amp  Tet Sxt
13805  Kiambu Mali Tet (64), Amp (=256), 1,050/1,300° carb-2  aadA2 floR tem tetG
Chl (=256)
27976 Goldcoast Senegal Tet (128), Amp (=256), 1,700 aadAS dfrA17 tem tetA
Chl (32), Sxt (=32)
30922 Virchow India Nal (=256), Sxt (=32) 1,500 catB3 aadB dfrA14
57360  Haifa Egypt Nal (=256), Tet (=256) 1,500 aadA7, aac(3)I tetA

“ Tet, tetracycline; Amp, ampicillin; Chl, chloramphenicol; Sxt, trimethoprim-sulfamethoxazole.

® Amg, aminoglycosides.

¢ The carb-2 and aadA2 genes are located in the integrons with sizes of 1,050 and 1,300 bp, respectively.

9 The aadA7 and aac(3)I genes are located in the same integron.
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the aadA2 and carb-2 genes, respectively, which have also been
described in different serotypes of Salmonella, such as Typhi-
murium, Agona, Paratyphi B, and Albany. These two integrons
have been located in a genomic resistance island (SGI1) (2, 4, 8),
suggesting that our strain also carries this genomic island. The
range in the geographic origins of our strains containing integrons
demonstrates the wide dissemination of these genetic elements.
Nowadays, widespread international travel has facilitated the dis-
semination of multiresistant pathogenic strains throughout the
world, and this has become a great public health problem (10). In
addition, if resistance is associated with genes that are located in
genetic elements such as plasmids, transposons, or integrons, they
can be transferred and disseminated to the local bacterial popu-
lation.
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3.3. ARTICULO 3

Caracterizacion de un gen de resistencia a aminoglicosidos encontrado en un
integron Clase 1, en un aislamiento de Salmonella Haifa causante de diarrea

del viajero.

El objetivo de esta investigacion fue identificar y caracterizar el mecanismo que provoca
susceptibilidad disminuida a gentamicina en un aislamiento clinico de Sa/monella. Una cepa de
Salmonella multiresistente fue recuperada de heces de un viajero procedente de Egipto. Se
determino la presencia de integrones por PCR y posteriormente el producto amplificado fue
recuperado y secuenciado para determinar los genes de resistencia presentes en el integron.
Ademas de establecer el comportamiento de este cepa frente 12 antimicrobianos segun las
normas del CLSI, se determiné la susceptibilidad a gentamicina C,, gentamicina C,, sisomicina,
neomicina, dibekacina, kanamicina, tobramicina, amikacina, netilmicina, apramicina,
dactimicina, espectinomicina, estreptomicina, lividomicina y butirosina, por el método de
difusion en disco usando placas de agar Mueller-Hinton. Para la clonacion y expresion del gen se
utiliz6 el kit de expresion Champion™ pET101 Directional TOPO® .

El aislamiento fue identificado como Salmonella entérica serovar Haifa. La cepa mostrd
resistencia al acido nalidixico, tetraciclina y susceptibilidad disminuida a gentamicina. Se
observo un integron de cerca de 1500 pb que portaba los genes de resistencia aac(3)-1d y aadA77.
El andlisis de susceptibilidad frente a los diferentes aminoglicosidos en la cepa transformada E.
coli TOPIOF portando la aac(3)-Id mostrd resistencia a gentamicina C;,, gentamicina C; y
dactimicina de acuerdo con la presencia de una enzima AAC(3)-I. Sin embargo, fue sensible a
sisomicina. La homologia en la secuencia de aminoacidos y nucledtidos comparando la enzima
AAC(3)-1d nuestra y la ya descrita AAC(3)-Id fueron del 100%. Las caracteristicas fenotipicas
de la cepa analizada (sensibilidad disminuida a gentamicina y sensibilidad a sisomicina) hicieron
sospechar de la presencia de un nuevo de gen de resistencia a aminoglicésidos. Sin embargo, el
estudio genético nos desveld que estdbamos en presencia de una enzima AAC(3)-Id descrita con

anterioridad en S. Newport. El gen aac(3)-Id es descrito por primera vez en S. Haifa.
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Abstract

The objective of this investigation was to identify the mechanism of decreased susceptibility
to gentamicin in a Salmonella clinical isolate, leading to the detection of a aminoglycoside
acetyltransferase gene found in a class 1 integron. A multidrug-resistant Salmonella strain was
recovered from feces of a traveler to Egypt. The antimicrobial susceptibility test was
performed with the Kirby-Bauer method to 12 antimicrobial agents. The presence of class 1
integron was determined by PCR. The amplified product was recovered and sequenced in
order to establish the genes carried. In addition, susceptibility to gentamicin C,,, gentamicin
C,, sisomicin, neomycin, dibekacin, kanamycin, tobramycin, amikacin, netilmicin, apramycin,
dactimicin, spectinomycin, streptomycin, lividomycin and butirosin, was established. The
Champion™ pET101 Directional TOPO® Expression Kit was used to clone and express the
aac(3)] gene. The isolate was identified as Salmonella enterica serovar Haifa, showing
resistance to nalidixic acid, tetracycline and decreased susceptibility to gentamicin. One
integron with a size circa 1,500 bp, encoding an aac(3)-1d plus aadA7 genes was observed.
The analysis of the susceptibility to different aminoglycosides in the E. coli TOP10F’
transformed with the vector carrying aac(3)-Id gene showed resistance to gentamicin Cj,,
gentamicin C;, and dactimicin, in accordance with the presence of this enzyme but, was
susceptible to sisomicin. The homology of the amino acid and nucleotide sequences with the
AAC(3)-1d enzyme was of 100%. The presence of this enzyme was described for the first

time in a S. Haifa.



Introduction

Traveler’s diarrhea (TD) is a frequent health problem among travelers to developing
countries. This illness may be due to a large variety of microorganisms, among these,
Salmonella is one of the most frequent following diarrheogenic Escherichia coli and Shigella
spp. (3,21). Diarrhea associated with Salmonella spp. is usually self-limited and does not
require antibiotic therapy. However, in specific cases, due to both the severity or the duration
of the symptoms, antibiotic treatment is required. Unfortunately, antimicrobial resistance
levels among diarrheagenic pathogens have increased in recent years, and Salmonella spp. is
not an exception (3,21).

Acquisition of resistance may be related to two different mechanisms: 1. Transferable, such as
plasmids or transposons, and 2. Non transferable, usually associated with chromosomal point
mutations (7,19). The gastrointestinal environment serves as a reservoir for integron-bearing
strains and since integrons are carried on plasmids and transposons, antibiotic selective
pressure can potentate the dissemination of antibiotic resistance genes through these genetic
elements (15).

To date, nine classes of integrons have been described (16). Of these, the most relevant at a
clinical level are those belonging to classes 1 and 2. The integrons of these two
aforementioned classes usually carry gene-cassettes encoding for antibiotic resistance
mechanisms. Among these gene-cassettes, the aminoglycoside-modifying encoding genes are
considered the most prevalent (6). The aim of this work was to investigate the mechanism of
decreased susceptibility to gentamicin in a clinical isolate of Salmonella enterica serotype

Haifa.



Methods

Bacterial isolate. A Salmonella isolate recovered from feces of a traveler with diarrhea was
identified by different typing methods, including biochemical tests and serotyping using
somatic and flagella antiserum (11).

Antimicrobial susceptibility. A preliminary antimicrobial susceptibility test was performed,
using an agar diffusion method with commercially available disks (Becton Dickinson) to the
following antibiotics: ampicillin, amoxicillin plus clavulanic acid, nalidixic acid, tetracycline,
trimethoprim/sulphametoxazole, chloramphenicol, gentamicin, amikacin, imipenem,
norfloxacin, ciprofloxacin and ceftazidime. Interpretation of results was performed according
to the Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI) guidelines. E. coli ATCC 25922, E. coli
ATCC 35218 and Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 were used as controls (4).

To assess an activity pattern, susceptibility to gentamicin C;,, gentamicin C,;, sisomicin,
neomycin, dibekacin, kanamycin, tobramycin, amikacin, netilmicin, apramycin, dactimicin,
spectinomycin, streptomycin, lividomycin and butirosin, the disk diffusion method on
Mueller-Hinton agar was used. These disks were manually prepared adding 30 pg of each
antibiotic to 10 mm sterile blank filter disks. E. coli ATCC 25922 was used as a susceptible
control strain. Reductions of the inhibition zone were considered as the result of
aminoglycoside-modifing enzyme (AME) activity. Antimicrobial susceptibility levels of
gentamicina were also established by the E-Test method following the manufacturer’s
instructions.

Detection of class 1 integrons. The presence of class 1 integrons was determined by PCR
using the primers and conditions previously described (12). The amplified products were gel

recovered using the Wizard SV Gel and PCR Clean-up System Kit (Promega, Madison, USA)



and sequenced using the BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Perkin Elmer,
Emeryville, USA).

Plasmid analysis. Plasmid DNA was isolated as described by Kado and Liu (8). The plasmid
extracted DNA was resolved by electrophoresis on 0.8% agarose gel and stained with
ethidium bromide (0.5 mg/L).

Conjugation. Bacterial conjugation experiments were performed using E. coli J53 (F-, pro,
Gm °, Rif ¥, Lac +) as the receptor strain as previously described (12), and were repeated
three times.

DNA amplification and cloning of the aac(3)-I gene. The Champion™ pET101 Directional
TOPO® Expression Kit (Invitrogen, USA) was used to clone and express the aac(3)I gene,
following the manufacturer guidelines. Briefly, the entire AAC(3)I encoding gene was
amplified using the forward primer AAC3IF: 5’-CAC CGT GTC AGT CGA AAT CAT C-3’
and the reverse primer AAC3IR: 5’-GGC ATG ATT TTT ACT CTG C-3’. The amplification
product was resolved by electrophoresis on a 2% agarose gel stained with ethidium bromide.
The PCR product was gel recovered, using a Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System
(Promega, Madison, Wi) and was directly cloned into the pET vector and transformed into E.
coli TOP10F’. Transformed E. coli strain were spread on a selective plate with ampicillin and
incubated overnight at 37°C. Plasmids were isolated from several colonies and then analyzed
by PCR using the AAC3IF primer and the specific vector primer T7 Reverse. The isolated
plasmid was used to transform E. coli BL21 Star (DE3) for expression studies. The cloned

insert was expressed in plates containing IPTG (1mM).



Results and Discussion

A Salmonella enterica serovar Haifa was isolated from feces of a traveler with diarrhea
returning from Egypt. This strain showed resistance to nalidixic acid, tetracycline and
decreased susceptibility to gentamicin, while remaining susceptible to ampicillin, amoxicillin
plus clavulanic acid, ceftazidime, cotrimoxazole, chloramphenicol, amikacin, imipenem,
norfloxacin, and ciprofloxacin..

The isolate was investigated for the presence of class 1 integrons. One amplicon of circa 1500
bp was detected. The sequence of this amplicon revealed the association of the integron with
aac(3)Id plus ant(3”) (also named aadA7) aminoglycoside-resistance genes (Figure 1). The
detected aac(3)-Id nucleotide sequence showed amino acid and nucleotide homologies of
100% both with the aac(3)-1d and aac(3)-Ie genes located in similar integrons in Salmonella
enterica serovars Newport and Kentucky (5,9), as well as in Vibrio fluvialis (1) (GeneBank
access: AY458224, AY463797 and AB114632). Meanwhile, the homology with aac(3)-Ia ,
aac(3)-Ib and aac(3)-Ic was lower. The ant(3”) did not show differences with other
nucleotide sequences previously reported.

The Salmonella enterica serovar Haifa isolate showed a resistance pattern partially consistent
with the presence of an AAC(3)-Id plus an ANT(3”) aminoglycoside nucleotidyltransferase,
with resistance or decreased susceptibility to gentamicin C,, gentamicin C;, dactimicin,
streptomycin and spectinomycin, but susceptible to sisomicin an aminoglycoside also
considered also a substrate of the AAC(3)I-type enzymes. (Table 1). (10) In order to establish
the exact role of the aac(3)-Id in the aminoglycoside resistance pattern detected, the gene was
cloned in an expression vector. In the presence of IPTG, the transforming strain showed
resistance to gentamicin C;,, gentamicin C; and dactimicin, but lost the resistance to

streptomycin, spectinomycin (Table 1), remaining susceptible to sisomicin.



Aminoglycoside modifying enzymes are commonly located within integrons in pathogens
causing TD, such as Shigella spp. (13). In fact, different reports both in pathogens causing TD
or not, considered that cassettes encoding for these genes are the most frequently found
among integrons (2). To date, 5 different aac(3)I encoding genes have been described in the
literature: aac(3)-la (22), aac(3)-1b (17), and aac(3)-Ic (14), aac(3)-1d (1) and aac(3)-Ie (9).
However, out of them, the aac(3)-Id and the aac(3)-Ie genes, showed the same nucleotide
sequence. As in the above mentioned aac(3)-I-like genes, the aac(3)-Id described in the
present study is located within an integron, together with the ant(3”) gene. Analysis of the
transformed E. coli strain clearly showed that the aac(3)-Id gene product is responsible for
the resistance to gentamicin C,;,, gentamicin C;, and dactimicin, while resistance to
streptomycin and spectinomycin was probably associated with the detected ant(3”) gene.
(20,23).

The genetic location of the genes encoding the different acetyltransferases varies widely; for
instance, the aac(2')-I gene is almost exclusively located in the chromosome in Providencia
spp. and Proteus spp. (18), whereas most of the genes of the AAC(6) family are present in
plasmids (18). To establish the genetic location of the aac(3)1 gene, both plasmid analysis and
conjugation experiments were performed, showing negative results. However, the PCR of the
aac(3)-1d using chromosomal DNA extracted from an agarose gel as a DNA template was
positive. The amplification of the gyr4 gene was used as a control (data not shown).
Therefore, our results suggest the chromosomal location of the integron.

The phenotypic characteristics of the strains analyzed (decreased susceptibility to gentamicin
and susceptibility to sisomicin) suggested the presence of a new aminoglycoside
acetyltransferase gene. Nevertheless, the genetic study show the presence of AAC(3)-1d

enzyme, before described in Salmonella enterica serovar Newport.



A Salmonella enterica serovar Haifa carrying a aac(3)-Id gene was identified in a class 1
integron for the first time. This result shows the potential of integrons to carry and spread

resistance genes.
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Table 1. Antimicrobial susceptibility of S. Haifa.

Strain GmCla GmCl Sisomicin Dactimicin Streptomycin  Spectinomycin
E. coli ATCC 27 26 25 18 20 15
BL21 28 29 32 19 23 16
S. Haifa 13 15 25 0 0 0
AAC(3)-Id** 0 0 27 0 20 17

* Diameter of the inhibition zone in mm.

** BL21 E. coli strain transformed with the vector carrying the aac(3)-1d gene.
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3.4. ARTICULO 4

Diseminacion de Salmonella entérica serotipo Agona y Salmonella entérica

serotipo Typhimurium multiresistente en Cuba.

Tanto en paises en vias de desarrollo como en paises desarrollados la gastroenteritis aguda causa
altos niveles de morbilidad y mortalidad. Uno de los principales agentes etiologicos causantes de
esta enfermedad es Salmonella spp. que en Cuba constituye la tercera causa de gastroenteritis
aguda en niflos y adultos. Ademds, muchos estudios en el pais reportan altos porcentajes de
resistencia antimicrobiana en cepas de Salmonella spp.

El objetivo de este estudio fue determinar la epidemiologia molecular, susceptibilidad
antimicrobiana, y los mecanismos de resistencia de 34 cepas de Salmonella spp. causantes de
gastroenteritis aguda, aisladas en diferentes provincias de Cuba.

El 64% de las cepas mostraron multiresistencia. S. Typhimurium fue el serotipo mas frecuente
con 15 cepas (44%), 13 de las cuales pertenecieron al fagotipo 104, y presentaron similar perfil
genético en un gel de electroforesis en campo pulsado. Se encontraron altos niveles de
resistencia a tetraciclina (53%), espectinomicina (50%), ampicilina (44%), y cloranfenicol
(41%). La resistencia a tetraciclina estuvo asociada con los genes tetG y fetA. La resistencia a
ampicilina estuvo causada por la presencia de -lactamasas, principalmente tipo CARB y el gen
floR fue el principal mecanismo de resistencia a cloranfenicol. Los resultados obtenidos
mostraron un clon sensible Salmonella entérica serotipo Agona en dos regiones separadas, y el
primer reporte de la diseminacion de un clon multiresistente de Salmonella entérica serotipo

Typhimurium fagotipo DT 104 en Cuba.

60



Am. J. Trop. Med. Hyg., 74(6), 2006, pp. 1049-1053
Copyright © 2006 by The American Society of Tropical Medicine and Hygiene
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Abstract.

The molecular epidemiology, antimicrobial susceptibility, and mechanisms of resistance of 34 Salmonella

spp. strains causing acute gastroenteritis, isolated from different provinces in Cuba, were determined. Sixty-four percent
of the strains showed multiresistance. Salmonella typhimurium was the most frequent with 15 strains (44%), 13 of which
belonged to phagotype 104 and presented similar genetic profiles of pulsed field gel electrophoresis. High levels of
resistance to tetracycline (53%), spectinomycin (50%), ampicillin (44%), and chloramphenicol (41%) were found.
Resistance to tetracycline was associated with the fet G and tet A genes. Resistance to ampicillin was caused by the
presence of B-lactamases, mainly the CARB type. The floR gene was the main mechanism of resistance to chloram-
phenicol. Our results showed an antimicrobial susceptible clone of Salmonella enterica serotype Agona in two separate
regions. This is the first report of the widespread dissemination of a multiresistant clone of S. enterica serotype Typhi-

murium definitive phage type 104 in Cuba.

INTRODUCTION

In both developing and developed countries, acute gastro-
enteritis causes high levels of morbidity and mortality.! One
of the main etiological agents of this disease is Salmonella spp.
The Salmonella genus is composed of approximately 2,400
serotypes with different phenotypic and genotypic character-
istics.” One of these characteristics is antimicrobial resistance.
The Salmonella genus has been traditionally susceptible to
antimicrobial agents, but an increase in the levels of resistance
worldwide has been observed.** Salmonella infections in
Cuba is the third more frequent causes of acute gastroenteri-
tis in adults and children after rotavirus and Entamoeba his-
tolytica.>°

In Cuba, several studies have reported a high percentage of
Salmonella spp. strains resistant to several antimicrobial
agents such as ampicillin, chloramphenicol, nalidixic acid, and
trimethoprim/sulphamethoxazole.”

An efficient route of acquisition of resistance is through
genetic elements including plasmids, transposons, and inte-
grons. Currently, nine classes of integrons have been de-
scribed, with the class 1 integron being the most frequently
detected in clinical strains.® Integrons have been described as
an important cause of the spread of antimicrobial resistance
in a variety of enteric bacteria including Salmonella.”'° Two
scenarios can be envisaged in antimicrobial resistance: 1) dis-
semination of an antimicrobial-resistant clone or 2) dissemi-
nation of a resistant gene carried in a genetic element. Inte-
grons have also been considered as a tool for studying mo-
lecular epidemiology.'!

The aim of this study was to determine the antimicrobial
susceptibility and the molecular mechanisms of resistance of
Salmonella spp. strains causing acute gastroenteritis in Cuba
and to determine the potential dissemination of a resistant
clone.

* Address correspondence to Jordi Vila, Servicio de Microbiologia,
Hospital Clinic de Barcelona, Villarroel 170, 08036 Barcelona, Spain.
E-mail: jvila@ub.edu
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MATERIALS AND METHODS

Bacterial isolates. A total of 34 sporadic Salmonella strains
isolated from feces of patients with acute gastroenteritis iso-
lated from different regions of Cuba in 2002 were analyzed.
The strains were isolated by the different Provincial Refer-
ence Laboratories of each region of the country (the labora-
tories belong to a National Surveillance Network) and sent to
the National Reference Laboratory of Cuba. The strains were
further studied in the Laboratory of Clinical Microbiology at
the Clinic Hospital in Barcelona, Spain. The strains were iso-
lated and identified by conventional methods.'?

Serotyping and phage typing. Serotyping and phage typing
were performed in the Carlos III Institute (Madrid, Spain),
taking into account the Manual of Kauffman and White and
following the recommendations of Edward and Ewing.>'?

Antimicrobial susceptibility testing. The antimicrobial sus-
ceptibility test to nine antimicrobial agents, ampicillin
(AMP), amoxicillin/clavulanic acid (AMC), nalidixic acid
(NAL), tetracycline (TET), trimethoprim/sulphamethoxazole
(SXT), chloramphenicol (CHL), gentamicin (GEM), cipro-
floxacin (CIP), and spectinomycin (SPT), was performed us-
ing the Kirby-Bauer method. Interpretation of results was
carried out according to the National Committee for Clinical
Laboratory Standards (NCCLS) guidelines.'? Staphylococcus
aureus ATCC 29213, Escherichia coli ATCC 25922, Escheri-
chia coli ATCC 35218, and Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853 were used as controls. Multiresistance was defined as
resistance to four or more unrelated antimicrobial agents.

Detection of the mechanisms of resistance. To determine
the quinolone-resistance mechanisms, mutations in the qui-
nolone-resistant determining region (QRDR) of the gyrA
gene were detected by polymerase chain reaction (PCR) and
DNA sequencing. A previously described colorimetric assay
was performed to detect the presence of chloramphenicol
acetyl transferase activity (CAT).'* The presence of the cmlA
and floR genes associated with chloramphenicol resistance,
the genes encoding B-lactamases (tem-like, carb-like, shv-like,
and oxa 1-like), and the fet A, tet B, and tet G genes related to
tetracycline resistance acquisition were detected by PCR. To
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determine the mechanism of trimethoprim resistance, the
presence of dihydrofolate reductases was detected by PCR
with generic primers and posterior restriction fragment length
polymorphism (RFLP) with the appropriate restriction en-
zyme according to previously described methodology.'® The
PCR products were detected by electrophoresis in 2% aga-
rose gels. All the primers and PCR conditions used in this
study have been previously described.?

Detection of integrons. In all the resistant Salmonella
strains, the presence of Class 1 integrons was detected by
PCR with specific primers described previously.'*

DNA sequencing of the PCR products. The purified PCR
products visualized in gels were processed for DNA sequenc-
ing and analyzed in an automatic DNA sequencer (ABI 377,
Perkin Elmer, Emeryville, CA) using the BigDye Terminator
v3.1 Cycle Sequencing Kit (Perkin Elmer).

Low-frequency restriction analysis of chromosomal DNA
and pulsed field gel electrophoresis. The analysis of chromo-
somal DNA by digestion with low frequency of cleavage re-
striction enzymes and separation of the fragments by pulsed
field gel electrophoresis (PFGE) was performed as follows.
Salmonella strains were cultivated in brain-heart infusion
(BHI) and incubated overnight. They were resuspended in
buffer TE-1. The plugs containing the DNA were elaborated
with agarose insert 1.8%.'® Chromosomal DNA contained in
the agarose plugs was digested with Xbal (Roche Diagnostic,
Mannheim, Germany), and PFGE was performed with the
CHEF DR 11 system (Biorad Laboratories, Hercules, CA) in
0.5x Tris-Borate-EDTA buffer (Severn Biotech, Kiddermin-
ster, UK). DNA restriction fragments were resolved in aga-
rose (Bio-Rad) 1% wt/vol gels, and a low-range PFGE
marker (New England Biolabs, Beverly, MA) was used as a
size standard. Electrophoresis conditions were of 2.0-64 sec-
onds for 20 hours."”

RESULTS

Of the 34 Salmonella strains studied from different regions
around the country, Salmonella typhimurium was the most
frequent, with 15 strains (44%), 13 of which belonged to
phagotype 104, with 2 strains showing a non-recognized
phagotype pattern. Salmonella agona was the second most
frequently isolated serotype with eight strains (23%), fol-
lowed by Salmonella hadar with two strains. Only one strain
was found in other serotypes, such as Salmonella senftenberg,
Salmonella infantis, Salmonella branderburg, Salmonella
orion, Salmonella saintpaul, and one monophasic. Three
strains were non-typable.

In the 34 Salmonella strains studied, 22 strains presented
resistance to at least one antimicrobial agent, with S. typhi-
murium with 15 strains (68%) being the most prevalent
among the resistant Salmonella. High levels of resistance
were found mainly to tetracycline in 18 strains (53%), spec-
tinomycin in 17 strains (50%), ampicillin in 15 strains (44%),
and to chloramphenicol in 14 strains (41%). In addition, three
strains presented resistance to amoxicillin/clavulanic acid, and
eight strains (24%) showed intermediate resistance to amox-
icillin/clavulanic acid (Table 1).

Molecular epidemiologic analysis was performed in S. ty-
phimurium and S. hadar because of their multiresistance and
in S. agona because of the fact that it was the second most
prevalent serotype isolated. S. typhimurium showed five pat-

TABLE 1
Antimicrobial susceptibility of the Salmonella clinical isolates

Resistant Intermediate Susceptible
Antimicrobial agent N % N % N %

Ampicillin 15 44 0 0 19 56
Amoxicillin/clavulanic acid 39 8 24 23 67
Spectinomycin 17 50 0 0 17 50
Nalidixic acid 0o 0 1 333 97
Ciprofloxacin o 0 0 0 34 100
Gentamicin 2 6 0 0 32 94
Trimethoprim-sulphametoxazole 1 3 0 0 33 97
Tetracycline 18 53 0 0 16 47
Chloramphenicol 14 41 0 0 20 59

N, number of strains.

terns of PFGE, being the pattern number 1 the most frequent
with 11 isolates of 15 (Table 2; Figure 1). Although showing a
different phagotype, the two strains corresponding to sero-
type Hadar presented an identical pattern of PFGE (Table 2).
Among the eight Salmonella strains belonging to serotype
Agona, six of the seven susceptible isolates belonged to the
same PFGE pattern, whereas the remaining susceptible iso-
late and the resistant isolate each showed a different pattern.
The geographical distribution of the resistant clones is shown
in Table 2, which shows that the main S. typhimurium clone
(clone 1) was detected in eight different provinces, distributed
throughout the island, and the S. agona clone was dissemi-
nated in two provinces: Cienfuegos and Holguin.

Analysis of the molecular mechanisms of resistance showed
that resistance to tetracycline was caused by the presence of
the tet G gene (13 of 18 tetracycline-resistant strains) and the
tet A gene (6 of 18 tetracycline-resistant strains). One strain
presented both resistant determinants. The main mechanism
of ampicillin resistance was the presence of CARB type B-lac-
tamases, observed in 13 of 15 ampicillin-resistant strains, with

TABLE 2

Serotype, phagetype, and PFGE pattern of the resistant Salmonella
strains analyzed

Strain Province Serotype Phagetype PFGE
1320 Granma Typhimurium 104 I
1837 Holguin Typhimurium 104 I
2667 Santiago de Cuba Typhimurium 104 1
1273 Camagiiey Typhimurium 104 11
2834 Holguin Typhimurium 104 I
3098 La Habana Typhimurium 104 1
47 Camagiiey Typhimurium 104 I
1822 Holguin Typhimurium 104 I
1270 Camagiiey Typhimurium 104 1
410 Las Tunas Typhimurium 104 I
2841 Holguin Typhimurium 104 111
1946 Pinar del Rio Typhimurium 104 I
3147 Sancti Spiritus Typhimurium 104 I
885 Matanzas Typhimurium PNR v
1958 Holguin Typhimurium PNR \%
2821 Holguin Hadar 17 VI
2033 Matanzas Hadar 22 VI
1764 Santiago de Cuba Agona NT viI
1708 Camagiiey Senftenberg NT NP
1818 Holguin 412 NT NP
1829 Holguin 412 NT NP
1989b Pinar del Rio 4.12 NT NP

PNR, pattern not recognized; NT, non-typable; NP, non-performed.
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FIGURE 1. Analysis of resistant Salmonella strains by PFGE.
DNA was digested with Xbal and separated by PFGE on a 1%
agarose gel. The designation number of strains tested are reported
above each lane. Lane 1320-2841: S. typhimurium DT104; 2033-2821:
S. hadar.

only one strain of S. hadar showing a TEM type B-lactamases.
No strain presented OXA type and SHV type B-lactamases.
All chloramphenicol-resistant isolates presented the floR
gene, and only the S. senftenberg strain showed CAT activity.
None of the isolates presented the cml/A gene. One strain
presented resistance to trimethoprim/sulphamethoxazole be-
cause of the presence of the dfrAl gene (Table 3). The strain
with intermediate susceptibility to nalidixic acid did not show
any mutation in the gyr A or par C genes.

TABLE 3
Mechanisms of resistance of the resistant Salmonella spp.

Mechanism of resistance

typhimurium aadA?2
agona aadA2

Strain Serotype SPT CHL AMP TET SXT
2033 8. hadar tem tet A
1818 4,12 aadA2 floR carb2 tet G
1320 . typhimurium aadA2 floR  carb2 tet G
1829 4,12 aadA2 floR  carb2 tet G
1837 8. typhimurium aadA2 floR  carb2 tet G
2667  S. typhimurium aadA2 floR  carb2 tet G
1273 S. typhimurium aadA2 floR carb2 tet A, tet G
2834 S. typhimurium aadA2 floR  carb2 tet G
3098 8. typhimurium aadA2 floR  carb2 tet G

47 8. typhimurium aadA2 floR  carb2 tet G

1989b 4,12 tet A
1708  S. senftenberg  aadA2 CAT dfrAl
1958  S. typhimurium tet A
1822 S. typhimurium aadA2 floR  carb2 tet G
1270 S. typhimurium aadA2 floR  carb2 tet G
2821 8. hadar tet A

885  S. typhimurium ND

410 S. typhimurium aadA2 floR  carb2 tet G
2841 8. typhimurium aadA2 floR  carb2 tet G
1946  S. typhimurium aadA?2

S.
S.

ND, not determined; SPT, spectinomycin; CHL, chloramphenicol; AMP, ampicillin; TET,
tetracycline; SXT, trimethoprim/sulphamethoxazole.

Two Class 1 integrons were present in 11 of the 22 resistant
strains (Table 4): one integron of 1,200 bp containing the
carb2 gene, and the other with a size of approximately 1,000
bp containing the aadA2 gene. Another Class 1 integron
(1,500 bp) was detected in the S. senftenberg strain and con-
tained the aadB and aadA2 genes. Finally, two S. typhimu-
rium and one S. agona with resistance to spectinomycin
showed one Class 1 integron with a size of 1,000 bp containing
the aadA2 gene.

DISCUSSION

Although S. typhimurium definitive phage type (DT) 104
has been detected in human infections in England and Wales
since the early 1960s, multidrug-resistant strains of this
phage type were not identified until the early 1980s.'® In this
study, despite only 34 Salmonella strains analyzed, we could
detect the dissemination of S. typhimurium DT 104 in differ-
ent provinces of Cuba. In addition, isolates belonging to the
same clone were detected in the same geographical area, sug-
gesting a local outbreak. The same scenario was reported in
previous studies performed in Canada, United States, and
Europe.'*?! This phage type is commonly resistant to ampi-
cillin, chloramphenicol/flufenisal, spectinomycin/
streptomycin, sulfonamides, and tetracyclines.?! In addition
of this typical resistance pattern, some strains of S. typhimu-
rium DT 104 also presented resistance to fluoroquinolones
and trimethoprim. The high percentage of intermediate resis-
tance to amoxicillin/clavulanic acid found among our strains is
worthy of mention. Different reports have shown a decrease
in the susceptibility of S. typhimurium and other serotypes to
this antimicrobial agent. Espinase et al.>? reported a de-
creased susceptibility to amoxicillin/clavulanic acid in three S.
typhimurium strains isolated from patients in Rumania. Simi-
larly, in a French university hospital, many S. typhimurium
strains with reduced susceptibility to amoxicillin/clavulanic
acid were isolated."” This fact has also been shown in S. hadar
and S. bsilla.*>** Theoretically, several mechanisms may ex-
plain this reduced susceptibility to amoxicillin/clavulanic acid,
including a decrease in permeability to B-lactams, as is known
for Escherichia coli, or the over-expression of specific B-lac-
tamases.” In our study, all strains with reduced susceptibility
carried the B-lactamases type CARB, whose over-expression
may explain the origin of this reduced susceptibility to amox-
icillin/clavulanic acid.

The PFGE patterns generated with the Xbal enzyme found
in our S. typhimurium DT 104 strain were similar to other
described before by several authors using the same condi-
tions.'>2*?” Baggesen et al.'” compared the PFGE profile of
Danish S. typhimurium DT 104 strains with the profile of
PFGE obtained in strains isolated in five different countries

TABLE 4
Class 1 integrons observed

Strains Serotype Composition Size

11 S. typhimurium carb2/aadA2 1,200, 1,000 bp
2 S. typhimurium aadA2 1,000 bp
2 4,12 carb2/aadA2 1,200, 1,000 bp
1 S. agona aadA2 1,000 bp
1 S. senftenberg aadB, aadA2 1,500 bp
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and found highly homogeneous profiles, indicating that the
multidrug-resistant S. typhimurium DT 104 had probably
been spread clonally in these countries.

All the strains analyzed belonging to S. typhimurium DT
104 presented the floR and tet G genes, being responsible for
resistance to chloramphenicol and tetracycline, respectively.
These genes have been previously described to be located in
the Salmonella genomic island 1 (SGI1).**® In this island,
resistance genes are clustered and are bracketed by two inte-
gron structures,'® identical to those found in our study. The
first integron carried the aadA2 gene, which confers resis-
tance to spectinomycin and streptomycin, and the second in-
tegron contained the carb2 gene, conferring resistance to
ampicillin.?® All the S. typhimurium DT 104 strains but two
analyzed in our study presented these two integrons. The two
strains presenting only the integron carrying the aadA2 gene
may have a truncated resistance island. Therefore, S. typhi-
murium strains with the same pattern by PFGE can present
different integrons, suggesting that this is not a discriminate
tool to be used in epidemiologic analysis, as has been sug-
gested."!

Three strains were not typable using the traditional sero-
typing techniques. Two of these three strains presented a
similar mechanism of resistance profile as S. typhimurium DT
104. Other serotypes that showing a multiresistant phenotype
were S. hadar and S. senftenberg, the latter of which is not
frequently found. However, in some countries such as Brazil,
it is a frequent serotype, occupying the third place of Salmo-
nella isolates (10.3%) behind S. typhimurium and S. enteriti-
dis.*® According to the network of human Salmonella surveil-
lance in Europe, S. hadar is widely distributed across the
European continent.** Cruchaga et al.>° reported high levels
of resistance, mainly to spectinomycin, ampicillin, tetracy-
cline, and nalidixic acid, in strains of S. hadar isolates from
humans and food, respectively. Analysis of PFGE profiles of
the two resistant S. hadar was similar, but the PFGE in this
serotype is of limited value, and the combination of different
epidemiologic methods is recommended depending of the
phage type studied. In our study, these two strains belonged
to two different phage types and also showed different resis-
tance phenotypes. Therefore, they may be considered two
different clones, although those differences in the resistant
phenotypes and phagotypes might reflect the geographical
distribution of a single clonal type.

Epidemiologic analysis by PFGE of the S. agona strains
showed a predominant clone disseminated mainly in two
separate provinces: Cienfuegos and Holguin. In fact, although
no molecular epidemiologic analysis have been performed,
previous reports described this serotype among one of the
main Salmonella serotypes isolated throughout the country
and in several countries of American continent.**'~** In 1998
in the United States, a total of 11 states reported an increase
in cases of S. agona.®' In Argentina and Mexico, several au-
thors reported this serotype among the most frequent Salmo-
nella isolated.”*** The presence of antimicrobial-resistant
strains of this serotype has previously been reported.** How-
ever, the prevalence of antimicrobial-resistant strains is lower
than the antimicrobial resistance observed in S. typhimurium.
In some S. agona-resistant strains, the same resistant island,
SGI1, has been shown.** However, in our study, the multire-
sistant S. agona strain did not show the resistant determinants

located in this island, although the integron, carrying the
aadA2 gene, was found.

Our results show the dissemination of a multiresistant clone
of S. typhimurium DT 104 and an antimicrobial susceptible
clone of §. agona in two separate regions in Cuba. This work
presents the first description in Cuba of the multiresistant
clone of S. typhimurium DT 104 since first being identified in
the United Kingdom in the late 1980s.'®
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4) DISCUSION

Mecanismos de resistencia a diferentes antimicrobianos en aislamientos

clinicos de Salmonella causante de diarrea del viajero. (articulo 1)

La diarrea del viajero (DV) constituye uno de los principales problemas de salud en viajeros a
paises en desarrollo. Esta enfermedad es causada por un amplio rango de agentes infecciosos,
donde las bacterias ocupan el primer lugar. Sin embargo, los porcentajes de cada patdgeno varian
en muchos estudios debido principalmente a las diferentes técnicas utilizadas para la
identificacion microbioldgica, las variaciones del tiempo y las areas geograficas estudiadas. Los
microorganismos pertenecientes al género Salmonella juegan un papel importante en el
desarrollo de esta enfermedad.

En el estudio de la diarrea del viajero es muy importante tener en cuenta el destino del viajero, se
considera el factor de riesgo mas importante. Entre los principales destinos con alta prevalencia
de DV se encuentran Latinoamérica, Asia y Africa. En la actualidad los viajes a estas regiones
son muy populares, 20 millones de viajeros visitan cada afio paises poco desarrollados, donde
entre un 20%-50% de los viajeros a estas areas enferman debido a la ingestion de agua y
alimentos contaminados (94).

En nuestro trabajo teniendo en cuenta el origen geografico, la mayoria de los aislamientos se
detectaron en el continente africano (25.8%) y en el subcontinente indio (12.9%). También
aunque en un menor porcentaje se aislaron cepas de Latinoamérica y de otras regiones del
mundo. Resultados similares fueron obtenidos por Vila y colaboradores (1993), en cuanto a la
distribucion geografica. Este trabajo plantea que la distribucidon geografica de Salmonella en

viajeros es similar en Latinoamérica, Asia y Africa, con unos porcentajes de aislamiento de
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1.5%, 5% y 5% respectivamente, y cuando analizan areas mds especificas concluyen que el sur y
centro de Africa son las zonas donde se aislan cepas de Salmonella con mayor frecuencia (95).
En varios de los pacientes estudiados, ademas de las cepas de Salmonella se aislaron otros
microoorganismos: E. coli diarreogénica, Shigella spp., Campylobacter spp. y Giardia lamblia.
Este hallazgo no es de extrafiar segun lo reportado en articulos anteriores: Las bacterias son los
enteropatdégenos mas frecuentemente incriminados (50-80%). E. coli es la causa predominante de
DV en Latinoamérica, el Caribe y Africa. E. coli enterotoxigénica y E. coli enteroagregativa son
responsables del 71% de los casos de diarrea del viajero en México. Patogenos invasivos como
Campylobacter y Shigella son relativamente comunes dependiendo de la region. Por ejemplo:
Campylobacter es la principal causa de DV en Tailandia y también es comuin en Nepal.
Aeromonas y Vibrio son menos frecuentes. También existen variaciones regionales en cuanto a
la DV causada por parasitos. Giardia lamblia es una de las causas menos frecuente de DV
aunque en algunos lugares es muy comun. Los virus han sido los menos estudiados excepto los
faciles de diagnosticar como los rotavirus (2,96).

El serotipo mas frecuente en nuestro estudio fue Salmonella entérica serovar Enteritidis seguido
de Salmonella entérica serovar Typhimurium. La mayoria de los estudios a nivel mundial
coinciden en reportar a estos serotipos como los mas frecuentes. En las ultimas dos décadas se ha
constatado un aumento de la salmonelosis causada por S. Enteritidis, que ha ido desplazando a S.
Typhimurium a un segundo lugar (97). En Estados Unidos y el Reino Unido el serotipo
Enteritidis ha sido al mas comun seguido de S. Typhimurium. Especificamente en un estudio
realizado en viajeros provenientes de Asia, S. Enteritidis y S. Typhimurium fueron los mas
frecuentes con un 36.2% y un 7.8% respectivamente (98). En un estudio realizado por Choi y
cols. en Korea (97) S. Enteritidis fue la mas frecuente con un 58.6%, seguida de S. Typhimurium

con un 12.6%. En Espafia S. Enteritidis es la causa mas frecuente de alimentos contaminados
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(98). Sin embargo, se han reportado diferencias geograficas en cuanto a la prevalencia de los
serotipos de Salmonella en otros estudios en Latinoamérica (99). En Argentina y México S.
Typhimurium fue la mas frecuente. En México Gutiérrez-Cogco (100) muestra como S.
Enteritidis tuvo un aumento gradual a partir del afio 1991. En un estudio hecho por Tavechio y

cols. (101), se reporta que S. Enteritidis es el serotipo mas prevalente en Brasil.

Diseminacion de Salmonella entérica serotipo Agona y Salmonella entérica

serotipo Typhimurium multiresistente en Cuba. (articulo 4)

Tanto en paises en vias de desarrollo como en paises desarrollados la gastroenteritis causa altos
niveles de morbilidad y mortalidad. Uno de los principales agentes etioldgicos causantes de esta
enfermedad es el género Salmonella. En nuestros estudio encontramos que los serotipos S.
Typhimurium (44%) y S. Agona (23%) eran los principales responsables de esta enfermedad en
varias regiones del pais. El serotipo S. Typhimurium DT 104 se identificé por primera vez en
Inglaterra y Gales en los afios 60. En los afios 90 se disemind a otras partes del mundo y es ahora
muy comun en muchos paises, entre los que se incluyen Estados Unidos, El Reino Unido,
Alemania, Canadd, Dinamarca y Francia. Este serotipo es comunmente resistente a 5
antimicrobianos: ampicilina, cloranfenicol, estreptomicina, sulfonamidas y tetraciclina
(ACSSuT) y se ha convertido en motivo de preocupacion debido a su rapida diseminaciéon y su
habilidad para adquirir resistencia adicional a diferentes clases de antimicrobianos de
importancia clinica tales como, quinolonas, trimetoprim y cefalosporinas (102,103,104,105). El
serotipo Agona también ha sido reportado como uno de los principales serotipos en el continente
americano. En los EUA en 1998 un total de 11 estados reportaron un aumento de los casos por S.

Agona. En Argentina y México muchos autores reportan este serotipo dentro de los mas
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frecuentes. La presencia de cepas resistentes a antimicrobianos en este serotipo ya ha sido
reportada. Sin embargo, esta resistencia es mucho menor que la observada en S. Typhimurium.
(106). Salmonella entérica serovar Hadar también fue identificada en este estudio como uno de
los serotipos mas frecuentes por detras de S. Typhimurium y S. Agona. Este serotipo se
encuentra ampliamente distribuido en América y Europa. Ademas, se han reportado altos niveles
de resistencia a diferentes antimicrobianos de importancia clinica en este serotipo (107,108).

Un analisis epidemioldgico molecular fue realizado a estos serotipos. En particular analizamos la
epidemiologia molecular de los serotipos Typhimurium y Hadar debido a los niveles de
multiresistencia encontrados y en S. Agona por ser el segundo serotipo aislado con mas
frecuencia. En S. Typhimurium se identificaron 5 patrones genéticos diferentes, estos patrones
generados con la técnica de PFGE se correspondieron con los descritos por varios autores bajo
las mismas condiciones (103,109,110). El patron 1 fue el mas frecuente y se aisld en 8 provincias
distribuidas a todo lo largo de la isla. Las dos cepas de S. Hadar analizadas mostraron un mismo
patron genético de PFGE aunque presentaron un fagotipo diferente, demostrando que esta
técnica tiene un valor limitado en este serotipo, requiriéndose para su estudio la combinacion de
diferentes métodos epidemioldgicos. El clon de S. Agona estuvo formado por dos patrones
también y solo se disemind en dos provincias: Cienfuegos y Holguin. En resumen nuestros
resultados mostraron la clara diseminacién de S. Typhimurium DT 104 a través de todo el pais,
dato muy importante debido a que es la primera vez que se reporta este serotipo en Cuba desde
su descubrimiento en los afios 80 en el Reino Unido y porque siempre viene acompafiado de

altos niveles de multiresistencia a antimicrobianos de primera linea (102).
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Articulos 1y 4

En primer lugar analizaremos y discutiremos la multiresistencia en general en las cepas de
Salmonella estudiadas. En las cepas causantes de DV, se encontrd que el 25% de las cepas
resistentes presentaron resistencia a tres 0 mas antimicrobianos no relacionados, considerandose
las mismas como cepas multiresistentes. Esta multiresistencia afectd principalmente a 5 agentes
antibacterianos: tetraciclina, ampicilina, &cido nalidixico, trimetoprim/sulfametoxazol y
cloranfenicol. Resultados similares han sido reportados con anterioridad en paises en vias de
desarrollo (43,111,112,113,114). Los niveles de resistencia mas altos fueron frente a tetraciclina,
ampicilina y acido nalidixico. También en paises desarrollados se reportan altos niveles de
multiresistencia; en un estudio realizado por Soler y cols. (115) en el periodo 2001-2003 en
Espafia, destaca la resistencia a 4 o mdas antimicrobianos en los serotipos S. Enteritidis, S.
Typhimurium y S. Hadar. En otro trabajo realizado en Polonia entre los afios 1998 y 1999 se
reportan altos porcentajes de multiresistencia en cepas de S. Typhimurium, S. Hadar y S.
Virchow (116). En Alemania, Miko y cols. (117) estudiaron la resistencia antimicrobiana en 25
serotipos de Salmonella diferentes, donde la resistencia mas frecuente entre las cepas
multiresistentes fue a estreptomicina, tetraciclina, ampicilina, cloranfenicol y trimetoprim. En un
trabajo reciente en Asia (Vietnam), mas del 40% de las cepas de Salmonella estudiadas
presentaron multiresistencia (144). Los altos niveles de multiresistencia reportados en estos
estudios en diferentes regiones a nivel global demuestran la necesaria vigilancia de las cepas de
Salmonella causantes de DV.

Los aislamientos de Sal/monella causantes de gastroenteritis aguda también presentaron altos y
similares niveles de multiresistencia. Pero en este trabajo debemos resaltar que la mayoria de las
cepas correspondieron al serotipo Typhimurium DT 104, serotipo multiresistente cuyo patron de

resistencia encontrado ha sido descrito ampliamente (102,103,118,119). Este serotipo ha
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emergido rapidamente en el mundo y se caracteriza por poseer resistencia cromosomal frente a
ampicilina, cloranfenicol, estreptomicina, sulfonamida y tetraciclina. Esta resistencia
antimicrobiana encontrada en nuestras cepas fue analizada de forma mas especifica con la
determinacion de los mecanismos moleculares de resistencia frente a cada tipo de

antimicrobiano:

fue analizada la resistencia a quinolonas en los aislamientos de Sa/monella causantes de DV y
los aislamientos de Salmonella causantes de gastroenteritis en Cuba. De este punto es importante
destacar que ademds del aumento de los aislamientos de S. Enteritidis con respecto a S.
Typhimurium, la resistencia al acido nalidixico en la mayoria de los estudios realizados hasta la
actualidad es mayor también en S. Enteritidis que en S. Typhimurium. El aumento de los
aislamientos de S. Enteritidis esta relacionado con el consumo de alimentos contaminados,
principalmente de aves y huevos donde este serotipo se aisla con frecuencia; y también con los
viajes internacionales. Es frecuente el consumo de alimentos contaminados en viajeros cuyo

destino son paises en vias de desarrollo.

En las cepas de Salmonella causantes de DV estudiadas se encontraron 9 cepas resistentes al
acido nalidixico, 7 de estas pertenecian al serotipo Enteritidis y las dos restantes fueron
identificadas como S. Virchow y S. Haifa. En ocho de ellas, incluyendo todas las S. Enteritidis,
presentaron una mutacion en el codén 87 (Asp a Tyr), mientras, la otra cepa (S. Haifa) presentd
la mutacion en el codén 83 (Ser a Tyr). En las cepas de origen cubano no se detectd resistencia a
quinolonas, s6lo una cepa presento resistencia intermedia y no se detectd ninguna mutacion en la
misma. En varios estudios se describe la gran cantidad de cepas de S. Enteritidis resistentes a

quinolonas, principalmente al acido nalidixico. En un estudio hecho entre los afios 1996 y 2003
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por Stevenson y cols. (120) S. Enteritidis presentd el mayor porcentaje de resistencia frente al
acido nalidixico, destacandose la preocupacién por la resistencia al dcido nalidixico del serotipo
Enteritidis al relacionarsele con los viajes internacionales. En este trabajo se encontraron
mutaciones en el codén 83 de la QRDR gyr4 (120). En otro estudio hecho en Dinamarca se
informa del aumento de la resistencia a quiniolonas por S. Enteritidis y se relaciona esta
resistencia con los viajes al extranjero, debido a que se encuentra una mayor resistencia en las
cepas aisladas de viajeros que en las cepas domésticas (121). En Korea, Choi y cols. (97) en el
afio 2005 reportan una mayor resistencia a quinolonas en cepas de S. Enteritidis de acuerdo con
los resultados obtenidos en Espafia y en los paises de la comunidad europea. En nuestro trabajo
también se detecta este aumento principalmente a partir del afio 2000 en cepas de S. Enteritidis
causantes de DV. Una de las causas de este aumento podria ser el amplio uso de las quinolonas
en regiones como la India y América Central. Por otro lado contrastan los datos obtenidos en
Finlandia donde la resistencia al acido nalidixico es mas frecuente en S. Typhimurium (97). Choi
y cols. (97) al analizar los mecanismos de resistencia detectaron mutaciones en los codones 87
(39 cepas) y 83 (4 cepas) de la QRDR de gyrd. En nuestro estudio obtuvimos resultados
similares ya que la mayoria de las cepas resistentes presentaron una mutacion en el codon 87. De
todas las mutaciones relacionadas con la resistencia a quinolonas en microorganismos gran-
negativos las mas frecuentes son las que afectan al codén 83 del gen gyrA4, sin embargo existen
estudios realizados en Salmonella spp. donde han sido mas frecuentes las mutaciones en el codon
87 del gen gyrA4 (40), como ha sucedido en nuestro trabajo.

Un aspecto a destacar es la sensibilidad disminuida a ciprofloxacina encontrada en las cepas
resistentes al acido nalidixico, que coincide con muchos trabajos realizados anteriormente
(97,98). Se conoce que la presencia de una sola mutacion en el gen gyr4 esta asociada a un alto

nivel de resistencia al acido nalidixico y tan solo una sensibilidad disminuida a las
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fluoroquinolonas. Este dato también es muy importante si tenemos en cuenta que otra mutacion
tanto en gyrd como en otra diana (parC) puede llevar a una resistencia completa a

fluoroquinolonas (40).

Tanto en las cepas causantes de DV, como en las cepas causantes de gastroenteritis se reportd
resistencia a la ampicilina, B-lactdmico de gran importancia clinica. Esta resistencia estuvo
marcada por la presencia de B-lactamasas. Se detecto la presencia de B-lactamasas tipo CARB,
TEM y OXA. En las cepas causantes de DV las responsables fueron las f-lactamasas tipo TEM
principalmente y en las cepas cubanas las -lactamasas tipo CARB. Varios estudios anteriores
estan de acuerdo con nuestros resultados (122,123,124,125). Las B-lactamasas tipo CARB se
encontraron principalmente en cepas de S. Typhimurium DT 104, de este serotipo se conoce que
la resistencia a ampicilina forma parte de su patrén de resistencia (ACSSuT) y que el gen que
codifica para esta B-lactamasa es parte de una isla gendmica de resistencia (SGI1) (109,126).

En ambos grupos de cepas estudiadas es de destacar el alto porcentaje de resistencia intermedia
encontrada frente a amoxicilina/acido clavuldnico. Muchos estudios realizados en diferentes
paises, confirman este hallazgo (107,127,128,129). Muchos mecanismos pueden explicar este
fendmeno, entre los que se incluyen la disminucion en la permeabilidad a los B-lactdmicos como
se ha demostrado en E. coli y la sobreexpresion de B-lactamasas en principio sensibles al acido
clavuldnico. En este caso sucede que el 4cido clavuldnico no es suficiente para la gran

concentracion de diana, no pudiendo inhibirla por completo (130).

Los responsables de la resistencia a tetraciclina fueron los genes fetA, tetB y tetG. En las cepas

cusantes de DV la mayoria de los aislamientos resistentes a este antimicrobiano presentaron el

gen tetA, mientras que en las cepas cubanas predomind el gen tetG. Este hecho se puede
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relacionar con la gran variedad de serotipos en las cepas de DV, teniendo en cuenta el amplio
origen geografico de las muestras y el hecho de que las cepas cubanas la mayoria pertenecen al
serotipo typhimurium DT 104. Asi fet4 estaria ampliamente distribuida entre diferentes serotipos
y tetG se circunscribiria a S. Typhimurium DT 104. El grupo de genes detectados se ha descrito
con anterioridad y estdn relacionados con mecanismos de bombas de expulsion (131). En
comparacion con estudios realizados en otros microorganismos como Shigella y E. coli de
diferentes origenes geograficos nuestros resultados no coinciden, debido a que en estos agentes
el principal gen de resistencia a tetraciclina encontrado fue fetB (132). Otro estudio realizado por
Soto y cols. (133) en Espafia también reporta al gen tetB como el principal responsable de la
resistencia a tetraciclina en Salmonella Wien. En un estudio realizado en cepas de S.
Typhimrium DT 104 en Canada se describe al gen tetG como el principal responsable de la
resistencia a tetraciclina (131), coincidiendo con los resultados obtenidos en nuestras cepas
estudiadas de S. Typhimurium DT 104 causantes de gastroenteritis en Cuba. En este trabajo al
igual que en el nuestro, el mecanismo de resistencia detectado se asocia con el perfil de
resistencia caracteristico de este serotipo, ubicado en una isla genémica de resistencia. (131)

La resistencia al cloranfenicol se debi6 a diferentes mecanismos: la actividad cloranfenicol acetil
transferasa (CAT) y la presencia de los genes de resistencia floR y cmlA. Aunque, en las cepas
de origen cubano no se detectd la presencia de genes cm/A. En un estudio realizado por
Arcangioli y cols. (134) en 86 cepas de S. Typhimurium DT 104 aisladas entre los afios 1985-
1995, se detectd resistencia a cloranfenicol en todas las cepas, 38 de ellas también mostraron
resistencia a florfenicol. Los principales mecanismos involucrados en esta resistencia fueron la
actividad enzimatica CAT, caracteristica de la familia Enferobacteriaceae y el gen floR

relacionado con las bombas de expulsion.
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Las cepas de S. Typhimurium DT 104 analizadas en nuestro trabajo también mostraron altos
niveles de resistencia a cloranfenicol. En las cepas causantes de DV se encontrd resistencia a
cloranfenicol pero en un bajo porcentaje. Los resultados obtenidos en S. Typhimurium DT 104
con respecto al gen floR se corresponden con la literatura revisada. Este gen es muy importante
en la resistencia a cloranfenicol. Si bien muchas cepas de Salmonella que presentan los genes de
resistencia CAT o cml conllevan resistencia a cloranfenicol y no a florfenicol, el gen floR en S.
Typhimurium DT 104 confiere resistencia a ambos antimicrobianos. Debido a esto, el uso
veterinario de florfenicol puede comprometer el uso clinico del cloranfenicol en un tratamiento
(135).

El gen floR en S. Typhimurium DT 104 se encuentra en un una isla gendmica de resistencia
llamada SGI1. Esta isla asi como variantes de la misma han sido descritas en S. Typhimurium
fagotipo DT 120 y en otros serotipos, entre los que se encuentran; S. Agona, S. Paratyphi, S.
Albany y S. Newport. En nuestras cepas causantes de DV se detectd la presencia de este gen en
un aislamiento de Sa/monella Kiambu. Lo que indica posiblemente la presencia de esta isla y
confirma el potencial de transferencia horizontal de la misma en S. Typhimurium DT 104. El gen
floR también ha sido identificado en pldsmidos en cepas de E. coli (136).

En la actualidad se conocen diferentes mecanismos capaces de conferir resistencia al
trimetoprim, siendo el mas difundido la presencia de dihidrofolato reductasas resistentes a
trimetoprim. Asi hasta la actualidad se han descrito més de 20 enzimas diferentes. La mayoria de
ellas codificadas en genes que se localizan en integrones con un mayor o menor grado de
diseminacion (137). En nuestro trabajo, en las cepas causantes de gastroenteritis en Cuba solo se
detectd una cepa resistente a trimetoprim debido a la presencia del gen dfr41. Sin embargo, en
las cepas causantes de DV se detectaron 4 cepas resistentes. Esta resistencia se debi6 a los genes,

dfrAl, dfrAl2, dfrA14 y dfrA17. En un estudio realizado por Randall y cols. (138) se encuentran
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resultados similares al no detectar ningiin gen de resistencia a trimetoprim en cepas de S.
Typhimurium y si en otros serotipos.

Es importante destacar que a pesar del amplio uso del trimetoprim en paises en vias de desarrollo
se encontrd poca resistencia a este antimicrobiano, resultado que contrasta con los altos
porcentajes de resistencia a trimetoprim encontrados en Shigella y E. coli diarreogénica
(43,139,140).

En diferentes trabajos realizados con anterioridad por varios investigadores a nivel global tanto
en cepas de Salmonella como en otras Enterobacterias, se describen una amplia variedad de
genes dfi responsables de la resistencia a trimetoprim, entre los que podemos mencionar un
estudio hecho por Guerra y cols. (141) donde describieron la presencia de los genes dfirdl,
dfrA7, dfrA12, dfrAl14 y dfrAl7 en cepas de S. Typhimurium resistentes, genes que se
encontraron en integrones ubicados en el DNA cromosomal y en integrones dentro de plasmidos
transferibles y no transferibles. En otro estudio realizado por Guerra y cols. (142) en diferentes
serotipos de Salmonella se reportan los genes dfirAl y dfrA14. Navia y cols. (137) reportan la
dispersion intercontinental de una cepa de Shigella flexneri resistente a trimetoprim, portadora
del gen dfrA7. Lee y cols. (143) en Korea describen a los genes dfrA12 y dfrA17 como los mas

frecuentes en cepas de E. coli resistentes.

Articulos 2, 3 y 4. La resistencia a aminoglicosidos es muy comun también en las cepas de
Salmonella y esta asociada en gran medida a la resistencia al trimetoprim, debido a que los genes
de resistencia a estos antimicrobianos a menudo estan juntos en un mismo integron. En las cepas
causantes de diarrea del viajero encontramos 5 genes de resistencia a aminoglicosidos, aadA2,
aadAS, aadB, aadA7 y aac(3)-1d. Mientras que en las cepas cubanas causantes de gastroenteritis
se detectd la presencia del gen aadA2 en la mayoria de las cepas, y solo en una cepa se

encontraron a la vez los genes aadB y aadA2. Analizando la gran variedad de genes de
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resistencia a aminoglicésidos descritos en la bibliografia (141,142,144,145) observamos que no
hay una clara prevalencia de uno u otro, aunque en referencia al gen aadA2 que se encontro en la
totalidad de las cepas de S. Typhimurium podemos destacar que tanto en Asia (Vietnam), como
en paises europeos y en Estados Unidos se reporta como el mas frecuente (138,144).

Se realizo el andlisis del gen aac(3)-1d detectado dentro de un integrén Clase 1 en una cepa de S.
Haifa con sensibilidad disminuida a gentamicina. Este gen fue clonado y expresado, y los
resultados obtenidos a partir de este experimento demostraron que conferia resistencia a
gentamicina C,,, gentamicina C; y dactimicina correspondiéndose con la presencia de una
enzima tipo AAC(3)I, aunque, fue sensible a sisomicina un aminoglicésido considerado un
sustrato de este tipo de enzimas. Hasta la actualidad se han descrito 5 genes que codifican para
acetilasas tipo AAC(3)I (aac(3)-1a , aac(3)-1b, aac(3)-Ic, aac(3)-1d y aac(3)-Ie). Al comparar las
enzimas que conforman este grupo comprobamos que existe cierta homologia aminoacidica entre
ellas. AAC(3)-1d presenta una homologia del 50%, 45% y 44% con AAC(3)-Ic, AAC(3)-la y
AAC(3)-Ib, respectivamente (146). Riccio y cols. (147) describieron una homologia en la enzima
AAC(3)-Ic del 59% y el 57% con respecto a las enzimas AAC(3)-1a y AAC(3)-Ib. En nuestro
trabajo encontramos que la secuencia de nucledtidos y aminoacidos de la acetilasa analizada en
la cepa de S. Haifa tenia una homologia del 100% con las enzimas AAC(3)-Id y AAC(3)-Ie,
mientras que con las demds fue menor. Las caracteristicas fenotipicas de la cepa analizada
(sensibilidad disminuida a gentamicina y sensibilidad a sisomicina) en un principio nos hicieron
sospechar de la presencia de un nuevo de gen de resistencia a aminoglicosidos. Sin embargo, el
estudio genético nos desveld que estdbamos en presencia de una enzima AAC(3)-Id que ha sido
descrita con anterioridad en Salmonella entérica serovar Newport. Finalmente, destacamos de
este estudio el hecho de haber sido encontrado el gen aac(3)-Id en S. Haifa a nuestro parecer

descrito por primera vez en este serotipo y la importancia de estar ubicado en un integrén clase
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1, debido a la importancia de estos elementos genéticos en la adquisicion y diseminacion de

genes de resistencia.

Precisamente un aspecto importante de nuestro trabajo fue la identificacion de integrones clase 1
en ambos grupos de cepas. Los integrones no son moviles por si mismos pero con frecuencia se
hayan en transposones que a su vez se encuentran en plasmidos conjugativos, por lo que su
movilidad horizontal esta asegurada, como se constata por su amplia difusion en las bacterias.
(31). En estudios previos realizados en diferentes regiones se reportan altos porcentajes de cepas
de Salmonella con integrones, similares a los descritos en Espafia, Reino unido y China
(142,148,149). Independientemente del serotipo de Salmonella a analizar, en la bibliografia
revisada hasta la actualidad hemos observado que los genes de resistencia mas frecuentes en
integrones son aquellos que originan resistencia a trimetoprim, aminoglicosidos y p-lactamicos.
De las cepas de Salmonella causantes de DV, cuatro portaban integrones clase 1, que contenian
principalmente genes de resistencia a aminoglicdsidos y trimetoprim. Lo cual se corresponde con
la literatura consultada. Los serotipos que presentaban estos genes fueron S. Kiambu, S.
Goldcoast, S. Virchow y S. Haifa. Aqui debemos resaltar en primer lugar la cepa de S. Kiambu
que portaba dos integrones conteniendo los genes aadA2 y carb2, que han sido descritos en
diferentes serotipos de Salmonella, tales como, S. Typhimurium, S. Agona, S. Paratyphi B y S.
Albany como se ha indicado anteriormente. Estos integrones han sido localizados en la isla
genomica de resistencia SGI1 (75,105,126), lo cual sugiere que nuestra cepa también porta esta
isla genomica. En segundo lugar la cepa de S. Haifa en la cual se describe por primera vez el gen
aac(3)-1d que porta resistencia a aminoglicdsidos y en tercer lugar el hecho de que por primera
vez se detecta la presencia de integrones clase 1 en S. Goldcoast, resultado confirmado al no

encontrar en la literatura cientifica ninguna mencion al respecto. En las cepas cubanas causantes
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de gastroenteritis detectamos integrones clase 1 en 17 cepas que pertenecieron a los serotipos S.
Typhimurium, S. Agona y Salmonella Senftemberg. Los principales genes de resistencia
encontrados fueron aadA2 y carb2. Al ser la mayoria de las cepas S. Typhimurium DT 104 es
facil justificar este hallazgo debido a que como habiamos comentado con anterioridad estos
genes forman parte de SGI1 tipica de S. Typhimurium DT 104. El hecho de que nuestras cepas
fueron aisladas de diferentes origenes grograficos y la gran cantidad y variedad de integrones
encontrados en ellas demuestran la amplia diseminacion de estos elementos genéticos,
convirtiendo a los mismos en un gran problema en el tratamiento de las infecciones bacterianas.

Una vez analizados y discutidos los resultados de este estudio podemos concluir que la
vigilancia de las cepas de Salmonella resistentes es muy importante porque nos permite contar
con informacidn actualizada de los niveles de resistencia y los mecanismos moleculares de
resistencia presentes en las mismas y asi, poder mejorar el tratamiento y desarrollar nuevas

estrategias para prevenir y limitar su diseminacion.
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5) Conclusiones

1. Salmonella Enteritidis es el serotipo mas frecuentemente aislado como

causa de DV.

2. En las cepas causantes de gastroenteritis en Cuba el serotipo mas
frecuentemente aislado fue Salmonella Typhimurium DT 104,

describiéndose por primera vez en Cuba la presencia de este serotipo.

3. Nuestros resultados mostraron la diseminacidbn de un clon
multiresistente de S. Typhimurium DT 104 en todo el pais, asi como la

diseminacién de un clon sensible de S. Agona en dos regiones diferentes.

4. Se encontraron altos niveles de resistencia a: ampicilina, tetraciclina,
cloranfenicol, acido nalidixico, trimetoprim/sulfametoxazol, gentamicina y
espectinomicina. Los mayores porcentajes de resistencia obtenidos fueron

frente a ampicilina, tetraciclina y cloranfenicol.

5. En la mayoria de aislamientos clinicos la resistencia a quinolonas (acido

nalidixico) se debi6é a mutaciones en el gen gyrA, especificamente en el

codon 87.
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6. La resistencia a B-lactdmicos (ampicilina) estuvo marcada por la
presencia de B-lactamasas, tipo CARB y TEM. En las cepas causantes de
DV predominaron las B-lactamasas tipo TEM y en las cepas cubanas

predominaron las 3-lactamasas tipo CARB.

7. La resistencia a tetraciclina implicé a varios genes de resistencia: tetA,
tetG y tetB. En las cepas causantes de DV predomind el gen tetA y en las

cepas de origen cubano el gen tetG.

8. Las cepas resistentes al cloranfenicol en general mostraron diferentes
mecanismos de resistencia tales como, actividad cloranfenicol acetil
transferasa (CAT) y la presencia de los genes de resistencia cmiA y floR.
En las cepas causantes de gastroenteritis en Cuba el gen floR fue el

principal responsable.

9. Los genes dfr fueron los responsables de la resistencia a trimetoprim.
No se observo predominio de ninguno, tanto en las cepas causantes de

DV, como en las cepas cubanas.

10. Se detectd la presencia de integrones clase 1 en ambos grupos de

cepas estudiadas. Estos contenian principalmente genes de resistencia a
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aminoglicésidos y trimetoprim. Se detect6 por primera vez la presencia de

integrones en S. Goldcoast.

11. Se detectd por primera vez la presencia de la enzima AAC(3)-Id en una

cepa de S. Haifa.

12. El elevado numero de cepas de diferentes origenes geograficos que
contienen integrones, demuestra la amplia diseminacion de estos
elementos genéticos. En la actualidad, la gran variedad de viajes
internacionales facilita la diseminacion de cepas multiresistentes lo que

conlleva un gran problema para la salud publica.

13. Se debe mantener la vigilancia de estos microorganismos para tener
informacién de los niveles de resistencia ayudando asi a mejorar el
tratamiento y desarrollar estrategias para prevenir la diseminaciéon de la

resistencia.
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