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RESUMEN

La aparicion de brotes de infecciones por cepas de Salmonella entérica
resistentes a cefalosporinas de tercera generacion data en Argentina de los afios 1987-
1990. Los genes que codifican para la resistencia a estas cefalosporinas en las bacterias
aisladas, fueron del mismo tipo que los observados en otros géneros como Klebsiella,
resistentes a cefalosporinas. Los brotes de infecciones nosocomiales por Salmonella se
diseminaron a hospitales de varias ciudades, paises vecinos y también a pacientes
extrahospitalarios. Los porcentajes de aislamientos resistentes a cefalosporinas de tercera
generacion en aislamientos hospitalarios aumentaron paulatinamente.

En el trabajo realizado han sido caracterizados desde el punto de vista clasico y
molecular tres casos representativos de infecciones por Salmonella enterica registrados y
documentados por profesionales del Hospital J. P. Garrahan de la ciudad de Buenos
Aires (brote afio 1989-1990). Las relaciones entre los aislamientos de cada caso tienen
marcado interés epidemiologico y no pudieron ser interpretados mediante técnicas
microbiologicas clasicas y analisis por PFE (Pulsed Field Electrophoresis). En el
presente trabajo, el estudio comparativo de aislamientos ha sido realizado por analisis de
los fingerprints de ADN total obtenidos por PCR empleando primers complementarios a
extremos de secuencias repetidas y esparcidas de genomas bacterianos. La
caracterizacion de los aislamientos ha sido complementada con el analisis de tamafio y
propiedades de movilizacion de elementos extracromosomales.

En uno de los casos estudiados los resultados sugieren una posible portacion
asintomatica y posterior transferencia de una cepa de Salmonella enterica serovar
Typhimurium desde el hospital a la comunidad. Dicha cepa tiene un patrén de
multiresistencia que incluye la resistencia a cefalosporinas de tercera generacion. En otro
de los casos, los resultados obtenidos excluyen la relacion clonal directa entre un
aislamiento de S. enteritidis sensible a ceftriaxona y el aislamiento resistente aislado del
mismo paciente después de la aplicacion de tratamiento antibitico durante una semana.
En el tercer caso analizado correspondiente a la comparacion de aislamientos de la
serovariedad Infantis, no ha podido concluirse si las cepas tienen o no un origen clonal
directo. Para ello deben realizarse experimentos complementarios de movilizacion o
curado de plasmidos. En esta serovariedad se observo una marcada conservacion en los
patrones de amplificacion de los aislamientos, aiin cuando provienen de brotes diferentes.
Finalmente, hemos observado que existe un patrén comun de bandas de movilidad
conservada en todas las serovariedades, asi como de bandas caracteristicas de cada
serovariedad en particular. Esta observacion presenta la posibilidad de analizar dichos
amplicones como potenciales sondas o blancos de PCR especificos de serovariedad.

En los casos estudiados el fingerprinting de genomas por PCR combinado con
técnicas microbiologicas clasicas, ha sido efectivo para la caracterizacion y
discriminacion de aislamientos bacterianos epidemiologicamente emparentados. El
esquema de analisis empleado para el estudio de infecciones por Salmonella enterica es
potencialmente aplicable al analisis de brotes infecciosos de otras especies bacterianas.
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Objetivos del Presente Trabajo

Las bacterias del género Salmonella son patoégenos reconocidos por su capacidad
de producir principalmente gastroenteritis y fiebres entéricas. En Argentina, las cepas de
Salmonellas no Typhi estan entre los tres patogenos mas frecuentes aislados de materia
fecal de pacientes con diarrea. Frente a la problematica que presentan las infecciones por
Salmonella en general, y considerando el aumento en la incidencia de las resistencias a
cefaloporinas de tercera generacion en Argentina, existe la necesidad de avanzar en la
caracterizacion de los mecanismos y dinamica de transmision de las infecciones en el
entorno hospitalario, en la comunidad, y entre ambos. En el trabajo que sigue se
persiguen los siguientes objetivos inmediatos:

e busqueda y optimizacion de métodos rapidos y eficientes para la comparacion
genético molecular de aislamientos de Salmonella enterica.

e aplicacion de los métodos anteriores a la caracterizacion de aislamientos de brotes
hospitalarios resistentes a cefalosporinas de tercera generacion. Analisis de la
heterogeneidad entre aislamientos de un mismo brote y de brotes diferentes.

e elaboracion de criterios de comparacion que permitan emitir juicios de relacion
entre los aislamientos.

Se intentara determinar si los aislamientos comparados provienen de uno o varios focos
de origen. Se espera que la mecanica de analisis que se desarrolla pueda aplicarse en
general al estudio sistematico y comparativo de cepas bacterianas de interés
epidemiologico.
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Introduccion.

Mecanismos generales de resistencia a antibiéticos
B-lactamicos.

La resistencia a antibioticos f3-lactamicos en bacilos gram negativos ocurre por
medio de tres mecanismos diferentes : alteracion del sitio de accion del antibiotico,
disminuciéon de la permeabilidad de la membrana externa de la pared celular y
modificacion enzimatica del antibidtico. La resistencia a antibioticos B-lactamicos resulta
a menudo de la accion simultanea de los tres mecanismos (Neu, 1982). Sin embargo, en
una bacteria determinada, casi siempre hay uno de ellos que prevalece y es en
consecuencia el determinante de la manifestacion de la resistencia.

La alteracion del sitio de accion consiste en la modificacion de la afinidad de las
proteinas ligadoras de penicilinas (PLP 6 PBP), enzimas involucradas en la biosintesis de
la pared celular y blanco de accion de los antibioticos B-lactamicos. En el caso de la
resistencia por modificacion de la permeabilidad de la membrana externa se producen
cambios en el nimero de porinas o en el diametro de sus canales. Las porinas son
proteinas que mediante la interaccion con moléculas de agua forman canales que
permiten el paso de moléculas pequefias normalmente menores que 600 D.

El mecanismo enzimatico de resistencia a antibidticos f-lactamicos es el mas
importante en frecuencia y en eficiencia. Las B-lactamasas son proteinas con actividad
enzimatica que catalizan la hidrolisis del anillo B-lactamico segun se muestra en la Figura
1.

A) Estructura general de Penicilinas y Cefalosporinas.

S
H S H3 R
RN - X R
/ N 3 X / =
(0) COOH —_—
PENICILINA CEFALOSPORINA
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B) Hidrdlisis del anillo B-lactamico.
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Figura 1: Estructura de penicilinas y cefalosporinas (B-lactamicos) e hidrélisis del
grupo B-lactama. La Figura 1A muestra la estructura general de las Penicilinas y las
Cefalosporinas, la Figura 1B muestra un esquema de la hidrélisis del anillo B-lactamico
catalizada por la accion especifica de B-lacatamasas.

En la Figura 1A se muestra la estructura general de las penicilinas y
cefalosporinas. En ambas moléculas se puede observar la presencia de una estructura
comun denominada anillo -lactamico (quimicamente una amida ciclica). La Figura 1B
muestra un esquema del mecanismo de hidroélisis del mencionado grupo que por enzimas
-lacatamasas causan la inactivacion de la droga. En la Tabla 1.1. se describen los
nombres comerciales y las estructuras generales de algunas cefalosporinas de uso comin
y otros antibidticos B-lactamicos estructuralmente relacionados, los cuales son utilizados
para la caracterizacion del perfil de especificidad de sustrato de los diferentes tipos de
enzimas (3-lactamasas.

Los antibioticos f-lactamicos guardan similitudes con la configuracion espacial
del dimero D-alanil-D-alanina, sustrato natural de la transpeptidasa que participa en la
sintesis de los puentes peptidicos del peptidoglicano de la pared celular bacteriana. Los
B-lactamicos actian compitiendo con el sustrato natural de esta enzima inhibiendo la
sintesis del peptidoglicano. Al abrirse el anillo B-lactamico de la molécula (Figura 1B) el
antibiotico es inactivo por no ser reconocido por la enzima transpeptidasa.
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Tabla I.1. : Nombres comerciales de algunas cefalosporinas de uso comin y otros
antibiéticos estructuralmente relacionados.

CIA105SP U 14 o ¥ ‘| DNO

1°Generacion
Inyectables  Orales Inyectable Inyectable Inyectables
Cefalotina Cefalexina Cefoxitina Aztreonam Imipenem
Cefaloridina Meropenem
2°Generacion
Cefuroxima  Cefuroxima
(acetil)
3°Generacion
Cefotaxima  Cefixima
Ceftriaxona  Cefprozil
Ceftazidima Cefpodoxima
Ceftizoxima
Cefoperazona
4°Generacion
Cefpiroma
Cefepima
Estructura genérica Estructura genérica Estructura genérica | Estructura genérica
R > P ) " e
’ij . o F@H,
J 7 1 R 7 N\ 7
0 Nz o R;
COOH O/ R,
COOH

Las P-lactamasas han sido historicamente responsables de la resistencia a
penicilinas de mas del 90 % de las cepas de Staphylococus aureus, de la resistencia a
ampicilina de mas del 60 % de las cepas de E. coli y de mas del 20 % de las cepas de

Haemophilus influenzae, etc..

El estudio y caracterizacion de B-lactamasas de distintos organismos dio lugar a
diversas clasificaciones como la recientemente propuesta por Bush er al. (1995) que
utiliza perfiles de sustrato, perfiles de inhibidores y punto isoeléctrico como parametros
de caracterizacién enzimatica (Tabla 1.2.). En los bacilos gram negativos, las
penicilinasas del tipo TEM son las B-lactamasas que prevalecen y estan més diseminadas
dentro de los aislamientos clinicos en infecciones nosocomiales (Medeiros, 1984).

Sambade Adrian Javier 3




Introduccion

Tesis de Licenciatura

Tabla L2 : Clasificacion de 3-Lactamasas Bacterianas.

Clasificacion | Clase Sustrato preferencial | Inhibidor Enzimas
TIPO Molecular Acdo  EDTA| Representativas **
Clavulanico
1 C Cefalosporinas - = Enzimas AmpC desde
Gram-negativas. MIR-1
2a A Penicilinas + e Penicilinas de bacterias
Gram-positivas
2b A Penicilinas, + - | TEM-1, TEM-2, SHV1
Cefalosporinas
2be A Penicilinas, + - TEM-3 a TEM-26, SHV-2
Cefalosporinas de a SHV-6, CTX-M1 ; CTX-
espectro reducido y M2 ; PER-1 ; Klebsiella
extendido, oxytoca K1
Monobactames
2br A Penicilinas + - | TEM-30 a TEM36, TRC-1
2c A Penicilinas, + - | PSE-1, PSE-3, PSE-4
Carbamicilina
2d D Penicilinas, Cloxacilina + - | OXA-1a OXA-11, PSE-2
(OXA-10)
2e A Cefalosporinas + - Cefalosporinas induc. de
Proteus vulgaris
2f A Penicilinas, + = NMC-A de Enterobacter
cefalosporinas, cloacae, SME-1de
carbapenemes Serratia marcescen
3 B La mayoria de los - = + | L1 de Xanthomonas
lactamicos, incluidos los maltophila, Ccra de
carbapenemes Bacteroides fragilis
4 ND® |Penicilinas . 9 | Penicilinasas de
Pseudomonas cepacia

* ND : no determinada.

**Ver abreviaturas en pagina I.

Como se indica en la Tabla 1.2. las -lactamasas de Tipo 1 son cefalosporinasas
naturales para ciertas especies bacterianas. Los genes que las codifican son
cromosomicos y frecuentemente inducibles. Cuando su produccion es inducida (a
menudo por cefalosporinas de primera generacion, cefoxitina o imipenem) o cuando se
ha desreprimido por alteracion de los genes reguladores (mutantes desreprimidas)
pueden inactivar a cefalosporinas de tercera generacion.

Las B-lactamasas de Tipo 2b, codificadas en plasmidos, fueron en particular las
responsables de los altos niveles de resistencia a aminopenicilinas en E. coli y otras
bacterias relacionadas (Livermore, 1991). Sin embargo, estas enzimas como las SHV-1,
TEM-1 y TEM-2 son incapaces de actuar sobre cefalosporinas de tercera generacion.

Se ha postulado que por mutaciones puntuales estas B-lactamasas plasmidicas

han dado origen a “enzimas de espectro extendido” capaces de conferir resistencia a
cefalosporinas de tercera generacion en bacterias que no poseian este fenotipo (gj. : E.
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coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis, Salmonella, etc.) (Sougakoff et al.,
1988). Diferentes trabajos apoyan esta linea de evidencia (Sougakoff ef al., 1988 ;
Gutmann et al., 1988). Todas estas enzimas capaces de hidrolizar cefalosporinas de
tercera generacion, en general codificadas por plasmidos y con cierta homologia a las
enzimas del grupo 2b, fueron clasificadas segtn los criterios antes mencionados, en los
grupos 2b’ 6 2be (Bush et al., 1995) y se las denomin6 : TEM-3 a TEM-26, SHV-2 a
SHV-6, CTX-M1, CTX-M2, PER-1, etc. (Tabla1.2.).

Resistencia a cefalosporinas de tercera generacién en
enterobacterias.

La aparicion de las primeras enterobacterias con patrones de multirresistencia,
incluyendo resistencia plasmidica a cefalosporinas de tercera generacion, se remonta a
los afios 1983-1985 y fueron fundamentalmente descriptas en Klebsiella pneumoniae y
en E. coli (Sirot et al.,1988 ; Jarlier ef al., 1988).

Sirot et al.(1988) analizaron las enzimas obtenidas de aislamientos clinicos de
Klebsiella pneumoniae, resistentes a cefalosporinas de tercera generacion, realizados en
el hospital Clermont-Ferrant en Francia, durante el periodo 1984-1987. Este estudio
revelo la presencia de dos nuevas f-lactamasas de espectro extendido codificadas por
plasmidos. Las cepas fueron resistentes a amino-, carboxi-, y ureidopenicilinas e inclusive
a cefalosporinas de tercera generacion y a aztreonam. Pero las cepas fueron sensibles a
imipenem y a cefamicinas. Los patrones de inhibidores y sustratos determinaron que
estas enzimas correspondan al grupo 2be de la Tabla 1.2..

La primer enzima caracterizada en este trabajo inicialmente fue denominada
CTX-1 (TEM-3 en la Tabla 1.2.). Dicha enzima esta codificada en un plasmido de 95-kb
que pudo conjugarse con alta frecuencia (10™ aproximadamente) en condiciones de
laboratorio. Ademas, junto a la resistencia a cefalosporinas de tercera generacion se pudo
cotransferir el fenotipo de multirresistencia a la cepa de laboratorio £. coli K12 C600
(Sirot et al.,1988). Para caracterizar los plasmidos de multirresistencia de 95 Kb se
efectu6 un analisis de restriccion de los mismos a partir de diferentes cepas
pertenecientes a distintas especies aisladas en el mismo periodo, incluyendo E. coli,
Klebsiella oxytoca, Enterobacter cloacae, Enterobacter aerogenes. Las diferentes
bacterias produjeron el mismo patron de bandas, sugiriendo la posible diseminacion de
un tnico plasmido o plasmidos genéticamente muy relacionados y en un mismo
ecosistema.

La segunda B-lactamasa codificada por plasmidos que describe el mencionado
trabajo fue aislada desde Klebsiella pneumoniae y se la nombré CAZ-1 (posteriormente
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denominada como TEM 5). Esta enzima difiere de CTX-1 en su punto isoeléctrico y en
el perfil de sustratos.

Han sido descriptos otros plasmidos que codifican para [B-lactamasas que
determinan la resistencia a cefalosporinas de tercera generacion en diferentes especies
bacterianas (Gutmann ef al, 1988). Un ejemplo de esto es un plasmido de
aproximadamente 85 kb que codifica para la B-lactamasa TEM-7, encontrado en
aislamientos de Citrobacter freundii provenientes de pacientes de terapia intensiva del
hospital Saint-Joseph, Paris, Francia (Gutmann et al., 1988). Las cepas que contenian
este plasmido eran resistentes a ceftazidima y aztreonam pero no a otras cefalosporinas
de tercera generacion. En este mismo trabajo lograron obtener cepas resistentes
espontaneas (en condiciones de laboratorio) a cefalosporinas de tercera generacion.
Originalmente esas cepas presentaban enzimas TEM-1 6 TEM-2 (Tipo 2b incapaces de
hidrolizar cefalosporinas de tercera generacion) y las mutantes obtenidas a partir de estas
produjeron enzimas similares a las TEM-7. Sin embargo, los patrones de resistencia, las
propiedades cinéticas de las enzimas y de los patrones de inhibicion sugieren un origen
diferente para los genes de TEM-7 respecto de los CTX-1 (posteriormente TEM-3) y
otros derivados de TEM.

Resistencia a cefalosporinas de tercera generacion en el género
Salmonella.

Los microorganismos del género Sal/monella son patdégenos reconocidos por su
capacidad de producir principalmente gastroenteritis y fiebres entéricas. Su importancia
es mayor en paises donde las condiciones de higiene personal y ambiental y el control de
los alimentos son limitados e insuficientes. En la Argentina por ejemplo, las cepas de
Salmonella no Typhi estan entre los tres patogenos mas frecuentemente aislados de
materia fecal de pacientes con diarrea (Roldan, 1996).

Si bien la mayoria de los episodios de gastroenteritis por Salmonella se
autolimitan y no merecen tratamiento antibiotico, las infecciones invasivas y las diarreas
en pacientes menores de 6 meses o inmuno-comprometidos deben ser tratados con
antimicrobianos. De este modo, la resistencia a antibioticos de diverso tipo limita las
opciones terapéuticas, elevando costos y comprometiendo la vida de los pacientes por la
eleccion de drogas menos efectivas.

Antes de 1987 se describieron varios brotes de infecciones por cepas de
Salmonella multirresistentes, pero en ningun caso se observo resistencia a cefalosporinas
de tercera generacion (Mayer, 1988 ; Sirot ef al., 1996). Recién en los aislamientos
realizados entre los afios 1987-1990 (Vu Thien, et al., 1987) fueron descriptos los
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primeros brotes epidémicos de Salmonella resistentes a cefalosporinas de tercera
generacion. Los genes que codifican para las resistencias se localizan en plasmidos y son
del mismo tipo que los observados en otros géneros como Klebsiella, de las que afios
antes habian sido notificados brotes epidémicos con el mencionado fenotipo de
resistencia (Sougakoff er al., 1988 ; Hammami et al., 1991 ; Garbag-Chenon ef al.,
1989).

Los aislamientos descriptos por Vu Thien ef al. (1987) que presentaron fenotipo
de resistencia a cefalosporinas de tercera generacion, fueron posteriormente analizados,
caracterizando las enzimas presentes en cinco de los aislamientos de Salmonella
Typhimurium, de materia fecal de nifios hospitalizados en el Hospital Trouseau en Paris
(Garbag-Chenon et al., 1989). En este trabajo se mostré que el mecanismo de resistencia
es aportado por plasmidos de 12.5 y 13 Kb (segin el aislamiento) que fueron
movilizables con alta frecuencia a una cepa E. coli RR1. Ambos plasmidos codificaban
para la misma P-lactamasa. El gen que codifica para la B-lactamasa, causante del
fenotipo de resistencia a cefalosprinas de tercera generacion, en dichos aislamientos, fue
clonado y expresado en un plasmido de expresion, también en una cepa E. coli RR1. Los
perfiles de sustrato e inhibidores y el punto isoeléctrico de la B-lactamasa indicaron que
se trataba de una proteina SHV-2 (Tipo 2be, Tabla 1.2.) o bien muy similar (esta enzima
fue descripta en primer término en Klebsiella ozaenae (Bush et al., 1995)).

Finalmente, en el afio 1991 fue publicado el estudio de un brote neonatal causado
por Salmonella wien ocurrido durante el periodo de enero a mayo de 1988 en Tunez
(Hammammi ef al., 1991). Este brote afect6 a 27 nifios incluyendo 12 prematuros. En
todos los casos los pacientes fueron tratados con cefalosporinas de tercera generacion
(cefotaxima luego remplazada por colistin). Todos los aislamientos pertenecieron al
mismo biotipo y tuvieron el mismo patrén de resistencia. El estudio enzimatico sugirio
que la B-lactamasa responsable de este fenotipo es del tipo SHV-2. Los ensayos de
movilizacion de elementos extracromosomales dieron un resultado negativo al intentar
conjugar cepas de este brote, elegidas al azar, con la cepa E. coli K12J53-2 utilizada
como receptora. El plasmido de 45 Kb que codificaba para esta B-lactamasa fue
identificado con una sonda de 1.4 Kb que contenia la secuencia del gen de la enzima
SHV3 (Blasuvi). Ademas todas las cepas mostraron el mismo patron de restriccion del
plasmido.
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Incidencia de Salmonella enterica resistente a cefalosporinas de
tercera generacion en Argentina.

El estudio epidemiolégico de las infecciones por Salmonella no Typhi viene
realizandose desde larga data en Argentina (Eiguer, 1983). Se presto atencion al origen
alimentario (Eiguer et al., 1990), a la localizacion extraintestinal (Maiorini ef al., 1990b),
a la distribucion de serovariedades conocidas (Nader ez al., 1982) y a la descripcion de la
aparicion de nuevas serovariedades ¢ serovariedades exoticas para nuestro medio
(Eiguer, 1983 ; Eiguer ef al., 1985a ; Eiguer et al., 1985b). En distintos centros de la
Argentina los aislamientos obtenidos fueron caracterizados en forma mas o menos
continua en su sensibilidad a diferentes antibidticos empleados en el tratamiento de
infecciones por Salmonella. En 1989 se empezaron a detectar cepas de Salmonella
Agona con resistencia a varios antibioticos, entre ellos aminoglucésidos y cefalosporinas
de tercera generacion, en el hospital de nifios Sor Maria Ludovica de la ciudad de La
Plata, Provincia de Buenos Aires (Picandet et al., 1990). Ese mismo afio aparecieron
cepas de Salmonella Typhimurium, Sa/monella Agona y otras serovariedades en los
hospitales “Prof. J. P. Garrahan” y “Ricardo Gutierrez” de la Ciudad de Buenos Aires
(Lopardo et al., 1990 ; Maiorini et al., 1990a). A posteriori se registraron casos similares
en otras ciudades del pais y de paises limitrofes, donde previamente no se habian
detectado aislamientos de Sa/monella con la mencionada resistencia (Rossi ez al., 1995).

La mayoria de los casos eran intrahospitalarios y los pocos casos de pacientes
ambulatorios estaban asociados a falta de agua potable y malas condiciones de higiene
(Maiorini et al., 1990b).

Las diferentes serovariedades de Sal/monella que aparecieron casi al mismo
tiempo con resistencia a cefalosporinas de tercera generacion hicieron suponer la
presencia de algin elemento extracromosomal transferible capaz de producirla. Esto es
coincidente con la caracterizacion del tipo de enzimas responsables de este hecho : se
trataba de P-lactamasas de espectro extendido, caracterizadas en principio por la
deformacion del halo de inhibicion de las cefalosporinas de tercera generacion producido
en pruebas de difusion, cuando en las cercanias se colocaban discos que contenian
inhibidores de B-lactamasas (sulbactam, acido clavulanico) (Casals, 1990). Luego se
confirmé la identidad de las enzimas al determinarse el perfil de inhibidores, perfil de
sustrato y punto isoelétrico (Rossi ef al., 1995). En los primeros afios (hasta 1990) las
enzimas eran exclusivamente CTX-M2 (Rossi ef al., 1995). Los genes que codificaban
para estas enzimas en Salmonella Typhimurium fueron clonados y secuenciados
empleando aislamientos del mismo brote (Bauerfeind ef al., 1996a).

También se aislaron algunas cepas con una enzima, que por sus similitudes con la
enzima PER-1 (Tabla 1.2.), fue denominada PER-2 (de aislamientos de Salmonella

Sambade Adrian Javier 8



Introduccion Tesis de Licenciatura

Typhimurium) caracterizadas por su mayor actividad sobre ceftazidima y ceftibuten
(Bauerfeind et al., 1996b). La comparacion de la secuencia aminoacidica que se deduce
de la secuencia del gen, con otras B-lactamasas, indica que no esta relacionada a enzimas
tipo TEM o SHV. Esta enzima (PER-2) se la encontré codificada en plasmidos
transferibles entre miembros de la familia Enterobacteriaceae. Enzimas del tipo PER-2
solo han sido detectadas en bacterias patogenas (S. Typhimurim, Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis) aisladas en pacientes de Sudamérica
(Bauerfeind ef al., 1996b).

En Argentina, la proporcion de aislamientos resistentes a cefalosporinas de
tercera generacion ha ido creciendo en el tiempo pero en forma oscilante, alcanzando
niveles superiores al 60 % de los aislamientos totales de Sa/monella enterica (Roldan et
al., 1996). Para el desarrollo e implementacion de estrategias sanitarias que puedan hacer
frente a este problema es necesario disponer de herramientas de comparacion entre los
diferentes aislamientos dentro y entre nichos. Las técnicas a emplear deben ser
potencialmente capases de establecer si se trata de una diseminacion clonal de una cepa
en particular, o bien si los aislamientos tienen un origen multiple. En otras palabras, se
debe determinar si se trata de uno o varios focos de origen.

Con el objetivo de “determinar el grado de relacion entre aislamientos/cepas” se
ha avanzado en la caracterizacion fisiologica, bioquimica, serologica y genética de los
aislamientos en los distintos brotes. Describo a continuacion la caracterizacion realizada
hasta el momento de aislamientos, a cuyo estudio nos abocaremos, representativos de un
brote registrado en los afios 1989-1990 (Materiales y Métodos, Tablas M. 1
). Dichos estudios fueron realizados por grupos locales y del extranjero.

Caracterizacion actual de los aislamientos de Salmonella que se utilizan en el
presente trabajo.

Patrones de resistencia a antibioticos.

La sensibilidad a los antibidticos se ensayd por los métodos de difusion
con discos y dilucién en medio solido segun normas de NCCLS (National
Committee for Clinical Laboratory Standards, 1991a ; National Committee for
Clinical Laboratory Standards, 1991b).

Los aislamientos resistentes a cefalosporinas de tercera generacion
anteriores a 1990 mostraron patrones de sensibilidad similares con una resistencia
de alto nivel (>1000 pg/ml) a ampicilina, cefalotina y cefotaxima, y de bajo nivel
(16-32 ng/ml) para ceftazidima y aztreonam. Estos aislamientos eran sensibles a
cefamicinas e imipenem (Rossi ef al, 1995). Las enzimas responsables del
fenotipo de resistencia a cefalosporinas de tercera generacion fueron catalogadas
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como CTX-M2 (Bauerfeind ef al., 1996a). Se observaron diferencias en el
comportamiento frente a trimetoprima-sulfametoxazol y cloranfenicol.

Biotipificacion y Serotipificacion.

La identificacion a nivel de especie fue realizada utilizando pruebas
bioquimicas convencionales y confirmadas por serologia en pruebas de
aglutinacion con sueros polivalentes preparados en el Instituto Nacional de
Microbiologia “Dr. Carlos Malbran” (OSA, OSB).

La identificacion de las serovariedades fue realizada en el Centro Nacional
de Referencia de Enterobacterias y Vibrio del I. N. de M. “Dr. Carlos Malbran”
Buenos Aires, segun las recomendaciones de L. Le Minor (Le Minor, 1988). En
el brote 1989-1990 fueron obtenidos aislamientos de Salmonella enterica
resistentes a CRO que incluyen las serovariedades Typhimurium, Enteritidis e
Infantis (Materiales y Métodos Tabla M1.).

PFE (Pulsed Field Electroforesis).

En el mes de febrero de 1993, un grupo de las cepas que estudiamos en
este trabajo (Tabla M.1. de Materiales y Métodos), fueron analizadas por ensayos
de pulse field electroforesis, por Barbara Murray (M. D.) del “Center for
Infectious Diseases, Departament of Internal Medicine” de la Universidad de
Texas. Los estudios fueron realizados para comparar, dentro de cada una de las
tres serovariedades, los aislamientos resistentes y sensibles a ceftriaxona
(cefalosporina de tercera generacion). En este caso no se efectuaron
comparaciones entre las serovariedades.

En la Tabla M1. de Materiales y Métodos se resumen las caracteristicas mas relevantes
de las cepas representativas del brote 1989-1990 que seran analizadas en las secciones
siguientes. Los resultados de las técnicas empleadas hasta el momento han sido
insuficientes para trazar relaciones epidemioldgicas entre aislamientos de una misma
serovariedad.

Segun los casos y serovariedad que se considere analizar, las preguntas de interés son las
siguientes:

- ;todos los aislamientos resistentes a CRO de una dada serovariedad corresponden a
una misma cepa? (ver caso S. Typhimurium, Capitulo 4),

- (los aislamientos sensibles a CRO de una dada serovariedad difieren de los resistentes
en la sola presencia de plasmidos de multirresistencia? jo se trata de cepas con un
background genético diferente, no vinculadas por una relacion clonal directa? (casos S.
Enteritidis, S. Infantis, Capitulo 4).
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Para avanzar hacia la respuesta de dichas cuestiones, en el trabajo que se describe a
continuacion se caracterizd desde el punto de vista clasico y genético molecular tres
grupos de infecciones por Salmonella del brote 1989-1990 que han sido documentados
por profesionales del Hospital de Pediatria J. P. Garrahan de la ciudad de Buenos Aires.
Estos casos despertaron un marcado interés por ser representativos de situaciones
epidemiologicas bien definidas. Los casos estan conformados por aislamientos de
Salmonella enterica serovariedad Typhimurium, Salmonella enterica serovariedad
Enteritidis y Salmonella enterica serovariedad Infantis asociadas a fenotipos de
resistencia a cefalosporinas de tercera generacion.

Como estrategias de comparacion entre los aislamientos analizamos su
composicion plasmidica (Capitulos 1y 2) y aplicamos técnicas de amplificacion por PCR
(reaccion en cadena de la polimerasa) para la obtencion de fingerprints de ADN total
utilizando primers homologos a secuencias repetitivas de genomas de bacterias
(Capitulos 3, 4y 5).
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Materiales y Metodos
1. Cepas utilizadas en este trabajo.

Los aislamientos de Salmonella provenientes del hospital Garrahan que se
emplearon en este trabajo de tesis se listan en las Tablas M.1. y M.2. de esta seccion.
Para la optimizacion de las condiciones de amplificacion por la técnica de PCR se
emplearon ademas las siguientes cepas: Salmonella enterica serovariedad Thimurium,
Rhizobium meliloti 2011 (Dr. J. Denarie,Toulouse, Francia) y Mycobacterium
tuberculosis (aislamiento hospitalario) Para el analisis de plasmidos de alto peso
molecular se emplearon como cepas portadoras de plasmidos de peso molecular
conocido las siguientes cepas: Rhizobium meliloti 2011 (Dr. J. Denarie, Toulouse,
Francia), Rhizobium etli CE3 (E. Martinez, Cuernavaca Méjico) y Rhizobium meliloti
(Kosier, 1993).

2. Medios de cultivo :

Los aislamientos del género Salmonella y las cepas de E. coli fueron crecidos en
el medio Luria-Bertani (LB) (Miller, 1972) a 37 °C y 120 rpm. Las cepas del género
Rhizobium fueron crecidas en el medio 7riptone-Yeast extract (TY) a 28 °C y 120 rpm.
La composicion de los medios se detalla a continuacion :

LB (por litro ) TY (por litro)

Triptona 10 gr. Triptona 10.gr.
Extracto de levadura de cervesa S gr. Extracto de levadura de cervesa 5.gr.
Glucosa 1 gr. Glucosa 1.gr.
Cloruro de sodio 5 gr. Agar (s6lo para medio sélido) 15 gr.
Agar (solo para medio so6lido) 15 gr. H,0 c.s.p. 1000ml
H>0 c.s.p. 1000ml

3. Analisis de plasmidos de alto peso molecular en los aislamientos de Salmonella
enterica. Método modificado de Eckhardt .

La visualizacion del perfil de plasmidos de alto peso molecular de los aislamientos
de Salmonella estudiados se realizd segun la técnica de Eckhardt (Eckhardt, 1978 ;
Wheatcroft, 1990) con algunas modificaciones segin se detalla a continuacion. El
sedimento bacteriano obtenido por centrifugaciéon de un volumen de 1000 pl de un
cultivo liquido de Salmonella enterica (DOsgpo nm: 0.6) fue resuspendido en 500ul de
sarcosyl 0,3% (p/v), el cual fue centrifugado y resuspendido en 15ul de ficoll (20% p/v)
mas 15 ul de la solucion E1F (25% (p/v) de sacarosa, 1 mg/ml RNAsa libre de DNAsa y
1 mg/ml de lisozima). Quince microlitros de esta preparacion fue inmediatemente
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sembrada sobre un gel horizontal de agarosa (1% p/v) sobre el que previamente se corrid
(primer corrida electroforética) una solucion 1% SDS y azul de bromo fenol durante 5
minutos a 50 voltios con los electrodos invertidos. La segunda corrida electroforética se
realizo a 80 voltios durante dos horas. Una vez finalizada la corrida, el gel fue lavado
brevemente con agua destilada y tefiido con una solucion de Bromuro de Etidio (0,5-1
pg/ml final). La visualizacion de los plasmidos se realizé por medio de la iluminacion del
gel con luz UV de longitud de onda 340 nm.

4. Ensayos de conjuagacion. Tranferencia de la resistencia a ceftriaxona (CRO).

Los ensayos de conjugacion fueron realizados segun el sistema biparental con
aislamientos de Salmonella resistentes a cefalosporinas de tercera generacion como
cepas donadoras y la cepa de E. coli HB101 Rif " como cepa receptora. El
procedimmiento experimental empleado fue el siguiente: a 0,5 ml de un cultivo de la
cepa donadora (ODsgg nm: 0.6-0.8) se le agregaron 0,5 ml de un cultivo de igual densidad
oOptica de la cepa aceptora. La mezcla se centrifugd a 2.500 rpm (69 x g) y el pellet se lo
resuspendié suavemente en aproximadamente 50 pl de medio LB liquido. La suspencion
se coloco en una caja con medio LB solido. La incubacion se realizé a 37°C durante toda
la noche. El crecimiento bacteriano fue resuspendido en 1 ml de medio LB liquido y
plaqueado en el mismo medio suplementado con Rif (100 pg/ml) y CRO (200 pg/ml). En
todos los casos se incluyeron controles con la cepa donadora y la cepa aceptotora por
separado. Las colonias resultantes fueron analizadas en sus perfiles de plasmidos
mediante geles tipo Eckhardt (ver seccion 3 precedente), en su resistencia a antibidticos
y crecimiento en medio TSI (ver seccion S siguiente).

5. Caracterizacion fenotipica de las cepas donadora , receptora y tranconjugantes:
antibiograma y crecimiento en medio TSI

Antibiograma (pruebas de sensibilidad a antibiéticos por difusion con discos).

Se efectud por el método de Bauer y Kirby segun normas de NCCLS (National
Committee for Clinical Laboratory Standards, 1991b). Se emplearon discos de TMS,
CTX, CMP. Rif, GEN, CEF y AKN (Difco) y agar Mueller Hinton (Difco).

Crecimiento en medio TSI

El medio TSI no determina per se la identidad de un aislamiento clinico a nivel de
especie. Sin embargo, en este caso fue utilizado para reconocer E. coli y Salmonella spp
dado que producen efectos notablemente diferentes basados en la distinta produccion de
SH, que presentan (ver Capitulo 2). Se utiliz6 agar TSI (Difco) preparado segun
indicaciones de los fabricantes.
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6 Purificacion de ADN en pequena escala.

o1 Extraccion de ADN plasmidico (sminipreps).

Cas puriticaciones de ADN plasnuidico fueror realizadas por ol metodo de lisis

watis TURZy con las stcurentes moditicaciones
P sedmento bacteriano obtemdo por centrifugacion de ITml de cultivo bacteriano
et fase ostacionaria csaturado). fue resuspendido en 200 ud de Solucion T (tampon T
M Tess 23mNEEDEACPHES )0\ continuacion se le agrego 200 ul de fa Soiveron
oo NDS 2N NGO mesclando por mversion Finalmente se agrego 20wl de e
Sofacron HEORACO SN Nuevamente se mezclo por mversion La suspension resaltante
so eentriiieo durante 20 minutos en microcentrifugd @ maxima velocidad (21 200 N ¢y
FLosobrenadante tue transtenido @ otro tubo al gque seagrego un volumen ieual de

sopropancel L solucion resultante se centrifugo a maxima velocidad en microcentrifuga

|

=0
09 vy secado df

durante 20 punutos (21900 1 o) L sedimento tue lavado con etanol

aire v postertormente resuspendido en S0l de agua bidesulada esterl

6.2, I xtraccion de ADN total.
Fas celulas fueron creaidas hasta alcanzar una OD<wen, 0.0-0.8  Un mililitro de
cultvo gue centfugado a maxiam velocidad en rucrocentrifuga (21900 x o) v ¢l

sedimento fvade con Iomb de NaCE N en micre tubos de 1.3 ml (wubos upo

“Eppendort i Postenormente. las celulas fueron resuspendidas en tampon T ciom\
P 25N DA PH R0y ¢ncubadas T hora con 0.2 me ml de Ivsozvma a 37 €A

Yo (p vy de protemasa KN

et Suspension se e aereeo Sarcostdato de sodio 1% ip v v oo
iBohermeer Mannhemm vose Jaincubo durante 1 hora a 37 € Se realizo a contntacion
any extraccaion de o solucion resultante con 0.2 ml de tenol v o Tucgo con 0.2 il de
Joroformoe Bonoambos casos seorecupero la fase acuosa BEADN recuperado fue
precipitade con e del volumen de deacetato de sodio 03N v T volumen de
sopropancl Previe centritugacion a maxima velocidad en microcentrituga (21 20t X v
cloprecipitade tue ivado con O 700 e (vivys secado parcralmente aloaire s

restispendido an auva brdestilada estertl

7, Cuantificacion de ADN totaf :

ELADN ot tue cuantificado por espectrotluorotometria empleando una

fonuitad de onda de exetacion de 305nm v auna fonaitud de onda de emision de -ocam

Luind

Seempieo sn mmpluoromerro Hoeter modelo TKO oo de acuerdo con las

-

peciicacrones del tabrcante fAn Thdaka v Simimoy teh 1982y utilizando como sonda

RN

Suoreiors HASZAS tHioeter, san Francisco O\
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