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3.1. MATERIAL BIOLOGIC

3.1.1. Soques bacterianes

S'ha estudiat la presencia de mutacions responsables de conferir
resisténcia a quinolones en tota una col-leccié de soques d'Escherichia coli i
de Salmonella typhimurium aillades tant de mostres d’animals com d’origen
hospitalari. Pel que fa a les soques d'E. coli, s'han analitzat 118 soques
aillades d'animal entre els anys 1994 i 2000 pel Laboratori de Sanitat Animal
i 88 soques d'E. coli resistents a I'acid nalidixic d'origen huma, aillades de
mostres cliniques entre els anys 1993 i 2000 en el Servei de Microbiologia
de I'Hospital de la Santa Creu i Sant Pau. A les taules 3.1 i 3.2 es presenten
les soques d’E. coli estudiades. A més a més, i com a controls, s’han utilitzat
les soques d’E. coli C-129 i EC-1, procedents del Laboratori de Sanitat
Animal, i MC-1061, del Laboratori de Microbiologia Molecular (U.A.B.).

Pel que fa a les soques de S. typhimurium, s'han analitzat 61 soques
resistents a l'acid nalidixic, presentant totes valors de CMI superiors a
342,64 ng/ml, aillades entre els anys 1992 i 1998 pel Laboratori de Sanitat
Animal. A la taula 3.3 es presenten les soques de S. typhimurium
estudiades. S’han utilitzat, com a controls, dues soques sensibles a I'acid
nalidixic, també procedents del Laboratori de Sanitat Animal: la S-5712,
aillada de porc 'any 1997, i la S-5978, aillada de conill el mateix any. S’ha
utilitzat també, com a control, la soca de S. typhimurium LT2, cedida per J. L.

Ingraham, que presenta un nivell de susceptibilitat intermig a I'acid nalidixic.
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Taula 3.1. Soques d’E. coli d’origen animal.

1994 1996 1997 1998 1999 2000 |TOTAL
Au 7 9 3 9 10 8 46
Bovi 0 6 13 6 0 0 25
Conill 0 6 13 1 0 2 22
Porc 0 0 23 0 1 1 25
TOTAL 7 21 52 16 11 11 118
Taula 3.2. Soques d’E. coli Nal® d’origen huma.
1993 1994 1998 1999 2000 TOTAL
Orina 2 4 6 7 52 71
Sang 0 0 1 1 7 9
Cateter 0 0 0 0 2 2
Exudat 0 0 0 2 1 3
Esput 0 0 1 0 1 2
Bilis 0 0 0 1 0 1
TOTAL 2 4 8 11 63 88
Taula 3.3. Soques de S. typhimurium Nal® d’origen animal.
1992 1993 1994 1995 1996 1997 1998 |TOTAL
Au 0 0 7 1 0 3 1 12
Bovi 0 0 0 0 0 6 0 6
Conill 0 0 0 2 1 11 2 16
Ovi 0 1 0 0 0 0 1 2
Porc 0 0 0 0 0 18 1 19
Tortuga 1 0 5 0 0 0 0 6
TOTAL 1 1 12 3 1 38 5 61
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Finalment, per als treballs moleculars, s’ha emprat la soca d’E. coli
DH5a [supE44, AlacU169 (¢80/acZAM15), hsdR17, recA1, endA1, gyrA96,
thi-1, relA1 (SambrooK et. al., 1989)] de Clontech.

3.1.2. Plasmidis

Com a vector de clonacié dels fragments amplificats per PCR s’ha
utilitzat el plasmidi “pGEM®-T vector” de Promega. Aquest plasmidi t& un
tamany de 3 Kb, conté una regio MCS (“Multiple Cloning Site”) en el gen lacZ

i codifica resistencia a ampicil.lina.

3.2. METODES MICROBIOLOGICS BASICS

3.2.1. Métodes de cultiu i condicions de creixement

Els cultius de nit utilitzats en aquest treball s’han preparat segons els
meétodes microbioldgics convencionals. Els cultius liquids utilitzats per als
experiments d’hibridacié6 s’han fet en medi ric Luria-Bertani (LB) (Miller,
1992), inoculant una coldnia aillada en placa en un tub de vidre de 18 ml de
capacitat que contenia 5 ml de medi, mentre que els cultius de nit per
extraccions de DNA cromosomic i DNA plasmidic s’han fet en el medi
altament ric Terrific Broth (TB) (Tartof i Hobbs, 1987), inoculant una colonia
aillada en placa en una ampolla de 100 ml de capacitat que contenia 10 mi
de medi. També s’ha utilitzat el medi Nutrient Broth N° 2 (d’acord amb les
indicacions de la casa comercial Oxoid) per al creixement de les soques en
plaques “microtitter” per a la seva posterior congelacié amb dimetilsulfoxid
(DMSO, Merck).

Les sembres en medi solid s’han realitzat en plaques de Petri que

contenien medi LB amb un 17% d’agar. En el casos que era necessari, les
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plaques s’han preparat suplementant el medi amb I'antibidtic corresponent.
La sembra de les colonies per a la seva posterior transferencia a filtres s’ha

fet en plaques de Petri que contenien medi NB amb un 16% d’agarosa.

La temperatura d’incubacio tant per E. coli com per S. typhimurium ha
sigut de 37°C. Els cultius liquids s’han incubat en agitacid per aconseguir
una bona aireacio durant aproximadament 16 hores, fins arribar a una fase

estacionaria avangada.

3.2.2. Manteniment i conservacio de les soques

Les soques dE. coli s’han congelat amb DMSO de grau
espectrofotometric en plaques “microtitter” de tal manera que es tenen totes
les soques perfectament ordenades i es coneix la localitzacié exacta de cada
soca. A partir dels cultius en placa s’ha sembrat cada soca en un pou d’'una
placa “microtitter” que contenia 100 ul de medi NB liquid. Les plaques s’han
incubat tota la nit a 37°C i en agitacié. Al dia seguent, s’ha afegit a cada pou
una barreja de medi liquid NB amb DMSO de tal manera que la concentracié
final de DMSO a cada pou és de 90 ul/ml. Aquestes plaques s’han congelat
a —80°C.

A més, la majoria de les soques estudiades s’han mantingut
sembrades per estria en plaques de LB suplementades amb la concentracio
adequada d’acid nalidixic. Les soques sensibles a aquest antimicrobia s’han
mantingut en plaques de LB sense suplementar. Les plaques s’han segellat
amb parafilm, per tal d’evitar la dessecacid, i s’han conservat a 4°C entre 1 i

2 mesos. Passat aquest temps, s’ha tornat a fer una resembra.

Tot el conjunt de soques d’E. coli i S. typhimurium, tant d’origen
animal com d’origen hospitalari, s’han congelat utilitzant el sistema Protect®
(Technical Service Consultants LTD, Regne Unit) i es guarden d’aquesta

manera en el Laboratori de Sanitat Animal. Els vials del sistema Protect

78



MATERIALS I METODES

poden mantenir-se molt de temps en un congelador a —70°C sense que aixo
signifiqui pérdues de viabilitat i sense que s’introdueixin canvis en el

comportament bioquimic de les soques.

3.2.3. Medis de cultiu

La composicio dels medis utilitzats en aquest treball, aixi com la seva

preparacio es descriu a continuacio:

Medi LB (Luria-Bertani Medium):

A 1000 ml d’aigua destil-lada s’hi afegeixen:

triptona (Pronadisa) 109
extracte de llevat (Pronadisa) 59
NaCl (Panreac) 109

Barrejar fins a la completa dissolucié dels components i repartir en ampolles

de 100 ml. Esterilitzar en 'autoclau durant 15 minuts a 121°C.

Medi TB (Terrific Broth):

A 900 ml d’aigua destil-lada s’hi afegeixen:

triptona (Pronadisa) 12 g

extracte de llevat (Pronadisa) 24 g

glicerol (Panreac) 4 ml
Barrejar i esterilitzar en I'autoclau durant 15 minuts a 121°C. Deixar refredar
per sota de 60°C i afegir, en condicions d’esterilitat, 100 ml de la seguent

solucié salina préviament esterilitzada en 'autoclau:

KH2PO4 0,177 M
KoHPO, 0,72 M
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Aquesta solucio es prepara dissolent 2,312 g de KH,PO4 (Panreac) i 16,432
g de KyHPO43H,O (Merck) en 90 ml d’aigua destil-lada. Després de
dissoldre les sals, ajustar el volum de la solucié a 100 ml i esterilitzar en
I'autoclau durant 15 minuts a 121°C.

Repartir, un cop barrejat i en condicions d’esterilitat, en ampolles de 100 ml.

Medi BHI (Brain Heart Infusion) (Oxoid):

Brain Heart Infusion 3749
Dissoldre en 1000 ml d’aigua destil-lada, repartir en ampolles de 100 ml i

esterilitzar en I'autoclau durant 15 minuts a 121°C.

Nutrient Broth N° 2 (NB) (Oxoid):

Nutrient Broth 25¢
Dissoldre en 1000 ml d’aigua destil-lada, repartir en ampolles de 100 ml i

esterilitzar en I'autoclau durant 15 minuts a 121°C.

Plaques LB

A 1000 ml de medi liquid afegir 17 g d’agar (Agar-Agar, Pronadisa),
autoclavar durant 15 minuts a 121°C i repartir, en condicions d’esterilitat, en

plaques de Petri de 90 mm de diametre (20 ml/placa).

Plaques NB Agarosa

A 1000 ml de medi liquid afegir 16 g d’agarosa (Grau Biologia
Molecular, Roche Diagnostics), autoclavar durant 15 minuts a 121°C i
repartir, en condicions d’esterilitat, en plagues de Petri de 90 mm de

diametre (20 ml/placa).
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Plaques Caso Agar (Casein-peptone Soymeal-peptone Agar) (Merck)

Caso Agar 409
Dissoldre en 1000 ml d’aigua destil-lada, esterilitzar en I'autoclau durant 15
minuts a 121°C i repartir, en condicions d’esterilitat, en plaques de Petri de

90 mm de diametre (20 ml/placa).

Plaques MH (Agar Mueller-Hinton) (Merck)

Agar Mueller-Hinton 389
Dissoldre en 1000 ml d’aigua destil-lada, esterilitzar en I'autoclau durant 15
minuts a 121°C i repartir, en condicions d’esterilitat, en plaques de Petri de

90 mm de diametre (20 mi/placa).

3.2.4. Solucions d’antibiotics

Els antibidtics s’han guardat en solucions 10 vegades concentrades
(concentracié de reserva o “stock”) a —20°C i una vegada diluits s’han
mantingut a 4°C. Quan ha sigut necessari, s’han preparat les plaques de
medi ja suplementades directament amb I'antibidtic corresponent (un cop
autoclavat el medi, es deixa refredar per sota de 60°C, s’hi afegeix
estérilment la quantitat adequada d’antibiotic per assolir la concentracio final
desitjada i es reparteixen 20 ml de medi per placa de Petri de 90 mm de
diametre, en condicions d’esterilitat). Els antibiotics i la concentracio final a la
que s’han utilitzat sén els seguents: ampicil-lina (Boehringer-Mannheim), a
50 upg/ml, i acid nalidixic (Sigma), a 100 ug/ml. Els dos antibiotics s’han

dissolt en aigua ultrapura (Milli-Q).
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3.2.5. Material i solucions

Acid acétic 3%

acid acétic 96% (Panreac) 62,50 ml

aigua destil-lada fins a volum final 2 litres.

Bromur d’etidi (10 mg/ml)

bromur d’etidi (Roche Diagnostics) 0,149

aigua ultrapura 10 ml

Dissoldre i guardar protegit de la llum.

Cloroform-isoamilic 24:1

Barrejar 480 ml de cloroform (Triclometa, Carlo Erba) amb 20 ml d’etanol

isoamilic (Panreac). Mantenir a temperatura ambient.

EDTA 0,5 M pH 8,0

EDTA (Merck) 146,12 g

aigua destil-lada fins a 1 litre.

Equilibrar el pH a 8,0 afegint NaOH 10 N.

Fenol-cloroform 1:1

fenol (stock a 4°C) 250 ml

cloroform-isoamilic 24:1 250 ml
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Afegir primer el fenol, aspirar el sobrenedant i afegir a continuacié el
cloroform-isoamilic. Deixar tota la nit a 37°C fins a que es separin les dues
fases, aspirar la fase transparent fins a deixar 1 cm de fase i guardar a 4°C,

protegit de la llum.

El fenol s’ha d’equilibrar préviament a pH>7,8. Per aix0, el fenol
(Sigma) en forma cristal-litzada emmagatzemat a —20°C s’ha de liquar
escalfant-lo a 68°C. Se li afegeix 8-hidroxiquinoleina (Panreac) fins a una
concentraci6 final de 0,1%. Una vegada el fenol s’ha fos i té el color groc
caracteristic degut a la 8-hidroxiquinoleina, se li afegeix el mateix volum de
Tris-HCI 0,5 M (pH 8,0), es barreja per agitacié magnética durant 15 minuts i
es deixa reposar fins a que es separin les dues fases, la fase aquosa (fase
superior, transparent) i la fase organica (fase inferior, groga). A continuacio,
s’elimina la fase aquosa superior per aspiracié. Aquest pas s’ha de repetir
tantes vegades com sigui necessari fins a que el fenol assoleixi un pH>7,8,
perd utilitzant per a la segona i properes vegades Tris-HCI 0,1 M (pH 8,0).
Una vegada el fenol esta equilibrat i s’ha retirat la ultima fase aquosa,
s’afegeixen 0,1 volums de Tris-HCI 0,5 M (pH 8,0) que conté un 0,2% de B-
mercaptoetanol. Aquesta solucié es pot mantenir durant forca temps si es

conserva a 4°C i protegida de la llum.

¢x174-DNA L Hinfi (Promega)

¢x174-DNA L Hinfl (1 mg/ml) 50 wl
Blue/Orange 6X Loaging Dye 100 pl
aigua ultrapura 350 ul

Barrejar i repartir, en tubs eppendorf, aliquotes de 50 ul. Aquestes es
guarden congelades a —20°C. Quan s’ha de carregar (normalment entre 5 i

10 ul), es descongela una aliquota, que es guardara posteriorment a 4°C.
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Glirerol 10%
glicerol (Panreac) 10 ml

aigua ultrapura 90 ml

Barrejar bé i esterilitzar en I'autoclau durant 15 minuts a 121°C.

Isopropanol 80%

isopropanol (2-propanol) (Panreac) 80 ml
aigua ultrapura 20 ml
A-DNA _ BstEll
A-DNA (0.25 pg/ul) (Roche Diagnostics) 180 pl
tampd de restriccié B (Roche Diagnostics) 30 pl

enzim de restriccié BstEIl (10 U/ul) (Roche Diagnostics) 2 ul

aigua ultrapura 90 ul
Incubar a 60°C durant unes 2 hores i mitja, inactivar la reaccié escalfant a
65°C durant 10 minuts i guardar a 4°C. Per a carregar: 2 ul en 8ul de solucio

transportadora diluida.

A-DNA L Hindlll
A-DNA (0.25 pg/ul) (Roche Diagnostics) 180 pl
tampé de restriccié B (Roche Diagnostics) 30 ul

enzim de restriccié Hindllll (10 U/ul) (Roche Diagnostics) 2l
aigua ultrapura 90

Incubar a 37°C durant unes 2 hores i mitja, inactivar la reaccié escalfant a
65°C durant 10 minuts i guardar a 4°C. Per a carregar: 2 ul en 8ul de solucio

transportadora diluida.
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NaCI5 M

Dissoldre 292 g de NaCl (Panreac) en un volum final de 1000 ml d’aigua

destil-lada.
Nal 6 M
iodur sodic (Panreac) 94¢g

aigua ultrapura fins a 10 ml

Dissoldre i guardar a 4°C protegit de la llum.

NaOH 10 N

NaOH (Panreac) 409

aigua ultrapura fins a 100 ml.

Proteniasa K (20 mg/ml)

proteinasa K (Roche Diagnostics) 20 mg

Dissoldre en 1 ml d’aigua ultrapura i repartir, en tubs eppendorf, aliquotes de
50 pl.

RNasa A (10 mg/ml)

RNasa A (Roche Diagnostics) 0,010 g
Tric-HCI 1 M pH 7,5 10 pl
NaCl 5 M 3l
aigua ultrapura 987 ul
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Dissoldre i escalfar a 100°C durant 15 minuts. Deixar refredar en gel i
repartir, en tubs eppendorf, aliquotes de 20 ul. Aquestes aliquotes es
guarden congelades a —-20°C. Quan es necessita, es descongela una
aliquota i es dilueix en 400 ul de tampd TE. Aquesta aliquota diluida pot

guardar-se a 4°C.

SDS 10%

Dodecil sulfat, sal sddica (Merck) 100 g
Dissoldre en 900 ml d’aigua destilllada i aplicant calor (fins a 68°C
aproximadament). Ajustar a pH 7,2 amb unes gotes de HCI concentrat i

enrasar fins a volum final 1 litre amb aigua destil-lada.

Solucioé d’acetat amonic 7M

CH3COONH, (Panreac) 53,95 ¢
aigua destil-lada fins a volum final 100 ml

Dissoldre completament mitjangant agitacio.

Solucié de CTAB/NaCl

Dissoldre 4,1 g de NaCl (Panreac) en 80 ml d’aigua destil-lada i anar afegint
lentament 10 g de CTAB (Sigma) amb agitacié magnética i escalfant. Si fos
necessari, es pot augmentar la temperatura fins a 65°C per obtenir una bona

dissolucio. Conservar per sobre de 15°C per evitar la precipitacio del CTAB.

Solucié de DENHARDT

ficoll (Sigma) 59
PVP (Polivinilpirrolidona) (Sigma) 59
BSA liofilitzat (Sigma) 59

aigua ultrapura fins a volum final 500 ml
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Agitar fins a dissolucid, enrasar a 500 ml, filtrar i repartir en tubs de 10 ml.

Congelar a —20°C.

Solucié de Desnaturalitzacié (1,5 M NaCl, 2 M NaOH)

NaCl (Panreac) 43,83 g
NaOH (Panreac) 39,99 ¢g
aigua destil-lada fins a volum final 500 ml

Es pesen els components i es dissolen completament mitjangant agitacio.

Solucié de Neutralitzacié (1 M Tris-Base, 2 M NaCl; pH 7,0)

TRIZMA-Base (Sigma) 60,56 g
NaCl (Panreac) 58,44 g
aigua destil-lada fins a volum final 500 ml
Es pesen els components i es dissolen completament mitjangant agitacio.

S’ajusta el pH a 7,0.

Solucioé d’Hibridacio

Afegir 1 ul de sonda marcada per cada ml de solucié de prehibridacio.
Aquesta solucié s’ha de desnaturalitzar a 65°C durant 5 minuts abans de fer-

la servir. Guardar a —20°C.

Solucio de Prehibridacio

20XSSC 25ml  (5XSSC)

EDTA (Merck) 0,372 g (10 mM EDTA)

Sol. DENHARDT 50X 10 ml  (Sol. DENHARDT 5X)

Blocking Reagent (Boehringer-Mannheim) 2g (2% tampd de bloqueig)
Formamida (Boehringer-Mannheim) 25ml (25% formamida)

tampé fosfat sodic 0,25 M pH 7,4 10 ml (25 mM tampd fosfat sodic pH 7,4)
aigua ultrapura 30 ml
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Barrejar mitjangant agitacié magneética i aplicant calor (no passar de 45-

50°C) fins a una completa dissolucio. Guardar a —20°C.

Solucié | (Stock 2X)

Tris-HCI 1 M pH 8,0 50 ml
EDTA 0,5MpH 8,0 40 ml
aigua ultrapura 910 ml

Per fer la solucio | es barregen 50 ml de solucié | (2X) amb 50 ml d’aigua

ultrapura.

Solucio ll
NaOH 10 N 1ml
SDS 10% 5 mi

aigua destil-lada 44 ml
Es prepara tot just abans del seu us. Mantenir-la a temperatura ambient per

evitar la precipitacié del SDS (com a maxim 15 dies).

Solucié lll
acetat potassic 5 M (Merk) 600 ml
acid aceétic glacial (Panreac) 11,5 ml
aigua destil-lada 285 ml

S’ajusta el pH a 4,8 amb HCI.

“STE buffer” (150 mM STE buffer pH 8,0)

Per a preparar 50 ml d’aquest tamp¢, dissoldre 0,438 g de NaCl
(Panreac) en 40 ml de tampdé TE (10 mM Tris-HCI, pH 8,0, i 1 mM EDTA)
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mitjangant agitacid magnética. Ajustar la solucié a pH 8,0 utilitzant HCI diluit

o NaOH segons convingui. Ajustar a 50 ml amb tampé TE, pH 8,0.

Tampo de carrega (1X)

Diluir 200 pl del tampo concentrat en 1 ml d’aigua ultrapura.

Tampo de carrega (6X)

xile-cianol (Clontech) 0,25%
blau de bromofenol (Panreac) 0,25%
Glicerol (Panreac) 30%

Ajustar al volum final amb aigua ultrapura.

Tampo6 fosfat sodic 0,25 M pH 7,4

Solucié 1:  dissoldre 1,0375 g de NaH;PO4-H,O (Merck) en 30 ml d’aigua

destil-lada.

Solucié 2:  dissoldre 1,775 g de Na;HPO, (Merck) en 50 ml d’aigua

destil-lada.

Anar afegint, sobre la solucié 2 en agitacio magnética, soluci6 1 fins arribar a

pH 7,4.

Tampé TAE (1X)

tampd TAE 50X 40 ml

aigua destil-lada fins a 2 litres.
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Tampé TAE (50X)

Tris Base (Sigma) 242 g
EDTA 0,5M pH 8,0 100 mi
acid aceétic glacial (Panreac) 57,1 ml

aigua destil-lada fins a 1 litre.

Tampo6 TE pH 7,5 (10 mM Tris-HCI, 10 mM EDTA)

Tris-HCI1 M pH 7,5 1 ml

EDTA 0,5M pH 8,0 2 ml

aigua destil-lada fins a 100 ml
Barrejar, ajustar el pH a 7,5 i esterilitzar en 'autoclau durant 15 minuts a
121°C.

Tampé TE pH 8,0 (10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA)

Tris-HCI 1 M pH 8,0 1ml

EDTA 0,5M pH 8,0 0,2 mi

aigua destil-lada fins a 100 ml
Barrejar, ajustar el pH a 8,0 i esterilitzar en 'autoclau durant 15 minuts a
121°C.

Tris-HCI1 0,1 M pH 8,0
Tris-HCI (Sigma) 15,76 g

aigua ultrapura fins a 1 litre.

Equilibrar el pH a 8,0 utilitzant hidroxid sodic.
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Tris-HCI1 0,5 M pH 8,0

Tris-HCI (Sigma) 78,89
aigua ultrapura fins a 1 litre.

Equilibrar el pH a 8,0 utilitzant hidroxid sodic.

Tric-HCI1 M pH 7,5

Tris-HCI (Sigma) 1576 g
aigua ultrapura fins a 1 litre.

Equilibrar el pH a 7,5 utilitzant hidroxid sodic.

Tris-HCI 1 M pH 8,0

Tris-HCI (Sigma) 1576 g
aigua ultrapura fins a 1 litre.

Equilibrar el pH a 8,0 utilitzant hidroxid sodic.

SSC (3X)

Barrejar 60 ml de 20XSSC amb 340 ml d’aigua ultrapura.

SSC (20X)

NaCl (Panreac) 175,20 g

citrat sodic tribasic dihidrat (C¢HsNaz07-2H,0) (Merck) 88,23 g

aigua ultrapura fins a volum final 1 litre
Es pesen els components i es dissolen completament en 800 ml d’aigua
ultrapura. S’ajusta el pH a 7,0 amb NaOH 10 N. S’ajusta el volum a 1000 ml i

s’esterilitza en 'autoclau durant 15 minuts a 121°C.
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3.3. DETERMINACIO DE LA SUSCEPTIBILITAT A ANTIMICROBIANS

Per a determinar la susceptibilitat de les soques d’E. coli i de S.
typhimurium s’han realitzat antibiogrames emprant el métode de difusié
amb discs impregnats d’antibiotics i seguint les indicacions del “National
Committee for Clinical Laboratory Standards”® (NCCLS, Performance
Standards for Antimicrobial Disk Susceptibility Testing. 7th Ed. M2A7.
January 2000). Aquesta part del treball s’ha dut a terme en el Laboratori de

Sanitat Animal, en col-laboracié amb Montserrat Saco.

Aquest procediment és un dels més generalitzats, ja que és un
meétode facil, que es pot dur a terme com a rutina diaria a qualsevol nivell i
en qualsevol laboratori, i que ofereix resultats qualitatius o semiquantitatius,
clinicament utils si la técnica esta ben desenvolupada. Per a aquest métode
s’estableixen tres categories: S (Sensible), | (Intermig) i R (Resistent), i ha
estat estandaritzat i posat a punt per avaluar la sensibilitat o resisténcia als

antimicrobians dels microorganismes de creixement rapid.

La técnica per difusié amb discs impregnats d’antibiotics va ser
descrita inicialment per Ericsson (1954) i es fonamenta en el publicat per
Kirby i Bauer en 1966. Es basa en utilitzar, com a suport per a I'aplicacié dels
antibiotics, discs de paper o pastilles de material inert amb una quantitat
determinada i estandaritzada d’antibiotic, que es col-loquen en la superficie
de plaques d’agar Mueller-Hinton, préviament sembrades amb un cultiu
recent del microorganisme en estudi. Aquestes plaques s’incuben a la
temperatura adient per a cada microorganisme i durant el temps necessari
per obtenir un bon creixement del mateix. L’antibiotic del disc difon en I'agar
i, @ mesura que augmenta la distancia respecte al disc, la concentracio de
I'antibidtic disminueix logaritmicament, generant-se aixi un gradent de
concentracions decreixents d’antibiotic en el medi de cultiu situat al voltant
de cada un dels discs d’antibiotic estudiats. Al mateix temps, les bactéries
sembrades en la placa van creixent. Si el microorganisme és sensible a
I'antibidtic estudiat no creix en una zona més o menys ampla al voltant del

disc i apareix un hal-lus d’inhibicio; si la soca és resistent no hi haura hal-lus

92



MATERIALS I METODES

d’inhibicio al voltant del disc o apareixera un hal-lus d’inhibicié de diametre

inferior al dels microorganismes sensibles.

En les técniques dissenyades en un principi, S’interpretava
directament la presencia d'un hal-lus d’inhibici6 com a evidéncia de la
sensibilitat dels microorganismes, pero posteriorment es va comprovar que
no sempre és aixi. Les técniques utilitzades en l'actualitat es basen en les

seguents premisses:

a) I'us d’'una metodologia assequible i rigidament estandaritzada en
tots els seus punts com medi de cultiu, inocul, carrega dels discs,

técnica de sembra, incubacio, lectura, etc.

b) la mesura precisa de 'amplitud dels hal-lus d’inhibicié i la seva

interpretacid d’acord amb la seva equivaléncia en valors de
Concentracié Minima Inhibitoria (CMI), per a cada antibiotic en
estudi. Els valors de CMI de cada antibidtic s’interpolen, a partir de
la mesura de l'amplitud dels halllus d’inhibicié, en rectes de
regressid. Aquestes rectes representen I'expressié grafica de la
correlacio existent entre els valors obtinguts amb un nombre
determinat de soques bacterianes del diametre dels hallus
d’inhibicio (mm) i els de CMI (ug/ml).

En aquest treball s’han utilitzat pastilles de Neo-Sensitabs (Rosco
Diagnostica, Taastrup, Dinamarca), que son unes tauletes rigides de 9 mm
de diametre, extraordinariament estables, fabricades en condicions estérils
amb substancies inerts i a les que se’ls ha afegit I'antibiotic corresponent, en

forma cristal-lina i a concentracié coneguda.
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El procediment seguit per a la realitzacio dels antibiogrames ha estat

el seguent:

1. Les soques d’'E. coli i de S. typhimurium es cultiven en plaques de Caso
Agar (Casein-peptone Soymeal-peptone Agar, Merck) a 37°C durant 18-24
hores.

2. Totes les manipulacions que es realitzin a partir d’aquest punt, s’hauran
de fer dins d’'una cabina de flux laminar i mantenint en tot moment les
condicions d’asépsia.

3. A partir dels creixements obtinguts en el primer pas, es preparen
suspensions bacterianes utilitzant una solucié estéril de NaCl al 0,45%
(Vitek-BioMérieux) (SF) en tubs de plastic estérils de 11 mm x 70 mm (Soria
Greiner, T-1111-E) i s’ajusten a la turbidesa de I'estandard 0,5 de 'escala de
Sulfat de Bari de McFarland; utilitzant un fotocolorimetre (VITEK Product No.
52-1210) amb filtre de 450 nm, amb el que una lectura de transmitancia del
85% representa una suspensio bacteriana d’una turbidesa equivalent al 0,5
de I'escala de McFarland. Aquestes suspensions bacterianes contenen de
Pordre de 1,00 x 10° cfu/ml.

4. Abans de 15 minuts i utilitzant un hisop de cot6é estéril empapat en la
suspensio bacteriana, del que s’elimina I'excés de liquid pressionant contra
les superficies laterals del tub, es sembren les plaques d’agar Mueller-Hinton
(MH, Merck), formulat segons la normativa NCCLS, préviament atemperades
a 37°C i amb la superficie seca. La sembra es fa per obtenir un cultiu
confluent rera la incubacié dels indculs; aixd s’aconsegueix estenent la
suspensio bacteriana empapada en el hisop per tota la superficie de la
placa, en tres direccions diferents, girant cada vegada 1/3 l'orientacié de la
placa.

5. A continuacié es dispensen les pastilles de Neo-Sensitabs, utilitzant els
dispensadors subministrats pel fabricant (Rosco Diagnostica, Taastrup,
Dinamarca). Els antibidtics i la seva concentracio a la pastilla s'indiquen a la
taula 3.4.

6. Les plaques d’agar Mueller-Hinton s’incuben, amb la capa d’agar cap

amunt, en I'estufa de 37°C durant 18-24 hores.
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7. Després d’aquest periode d’incubacio, es medeixen els hal-lus d’inhibicid
corresponents a cada antibiodtic, per la part inferior de les plaques i amb
I'ajuda d’'un peu de rei graduat.

8. En el quadre de treball corresponent s’anoten els hal-lus d’inhibicié (en
mm de diametre). Per a calcular la CMI (ug/ml), s’interpolen els valors del
diametre dels hal-lus d’inhibicié en la recta de regressié subministrada per la

casa fabricant de les pastilles d’antibiotics.

Taula 3.4. Pastilles dantibiotic utilitzades [Neo-Sensitabs (Rosco

Diagnostica, Taastrup, Dinamarca)] .

Antibiotic Concentracio (ng/pastilla)
acid nalidixic 130
ciprofloxacina 10
enrofloxacina 10
norfloxacina 10
tetraciclina 80
cloranfenicol 60
ampicil-lina 33
amoxicil-lina 30
cefalexina 30
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3.4. ESTUDI DE LES SOQUES BACTERIANES PER CINETIQUES
BIOQUIMIQUES

S’han realitzat diferents proves bioquimiques i s’ha estudiat la seva
cinética en totes les soques d’E. coli i S. typhimurium. Aquest estudi s’ha

realitzat en el Laboratori de Sanitat Animal amb la col-laboracié de M. Saco.

Per a aix0, s’ha emprat el sistema automatic Vitek homologat per la
FDA americana, que és capag¢ d’identificar bactéries fins a nivell d’espécie, i
que compleix amb la normativa ISO 9000. La part central del sistema esta
formada per un incubador programat a una temperatura constant de 35°C.
En aquest incubador s’hi colloquen una serie de targes, amb 30 pouets
cadascuna, i en ell s’analitza el grau d’extincié d’un feix de llum de 660 nm, a
intervals de 60 minuts. Cadascun d’aquests pouets conté un medi de cultiu
determinat per a una prova bioquimica donada. Les lectures del grau
d’extincié en cada pouet s6n enviades a un equip informatic que, després de
processar-les i comparar-les amb la informaci6 emmagatzemada en una
base de dades, relaciona la soca analitzada amb alguna de les espeécies
bacterianes de la base de dades, quantificant el seu grau de fiabilitat. A més
a més de I'utilitat d’aquest sistema per a identificar bacteris, també es pot fer
servir per a estudiar la cinética de creixement d’'una soca ja identificada en
diferents medis de cultiu. Aquesta darrera aplicacié és la que s’ha emprat en

aquest treball.

El sistema Vitek aporta dos tipus d’informacié sobre els canvis
temporals produits en els pouets de cadascuna de les proves bioquimiques
analitzades: les dades d’extincio del feix de llum, o Raw Data, i els
percentatges horaris de canvi referenciats al valor inicial, o PCTS Data
(“Percents of change”, “Percent Change Values”). Per tal d’analitzar les
cinétiques bioquimiques (CB) en diferents medis i comparar-les entre
soques, s’empren el valors dels PCTS Data doncs, al relativitzar les lectures
horaries de cada pouet a un valor inicial que depén de la concentracio del

inocul, es minimitza I'efecte de la concentracié inicial bacteriana i es
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maximitza, per tant, la fiabilitat del métode a I'hora de comparar les CB de

diverses soques analitzades en diferents moments.

En aquest treball s’han utilitzat les targes GNI de Vitek (BioMérieux,
Franca), que contenen les proves bioquimiques indicades a la taula 3.5. Les
targetes es van inocular amb una suspensio bacteriana ajustada a 1 en
'escala de Sulfat de Bari de McFarland. Per a preparar aquesta suspensio
es va fer créixer cada soca en plaques de TSA (Tryptic Soy Agar, Merck)
que es van incubar durant tota la nit a 37°C. Des d’aquestes plaques es va

recollir el creixement i es van preparar les suspensions.

Després d’obtenir els resultats per a cada soca, les dades dels PCTS
es van introduir en el programa “Microsoft Excel” per tal de processar-les,
mitjangant un programa informatic dissenyat pel doctor Ignasi Badiola
(Centre de Recerca en Sanitat Animal). Aquest programa determina el grau
de semblancga relativa, expressat en tants per cent, entre diferents soques
bacterianes, aplicant un algoritme basat en la denominada distancia de
Manhattan o en la distancia Euclidiana. La primera és el resultat del sumatori
dels valors absoluts de les diferéncies calculades per a una mateixa hora i
prova bioquimica, entre dues bactéeries a comparar. La segona és el resultat
del sumatori del quadrat de les diferéncies calculades per a una mateixa
hora i prova bioquimica, entre dues bacteries a comparar. El programa
construeix una matriu de similituds relatives (SR) entre cadascuna de les
bactéries analitzades i, a partir d’aquesta matriu, va separant les bactéries i
construeix un dendograma que representa, de forma grafica, el grau de
relacio existent entre les diferents bactéries. ElI programa també permet
seleccionar l'interval de temps a comparar, aixi com les proves bioquimiques
incloses en la comparaci6. A més, la seleccio d’'un punt de tall en el grau de
SR fa que els grups de bactéries amb valors de SR superiors al del punt de
tall triat es representin graficament amb el mateix color, el que facilita la

interpretacio dels resultats.
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Per a la construccié dels dendogrames s’han utilitzat les dades dels
PCTS, de totes les proves bioquimiques entre I'hora 1 i I'hora 15, i l'algoritme

de les distancies de Manhattan.

Taula 3.5. Proves bioquimiques incloses en la tarja GNI de Vitek.

Pou Nom de la prova Activitat

1 DP3 Oxidacié de la glucosa en preséncia del 0.03% de I'inhibidor
2,4 4'tricloro-2’-hydroxi-difenileter

2 OFG Oxidacio de la Glucosa

3 GC Creixement en Peptona i Triptofan

8 CIT Utilitzacio del Citrat, al 0.4%, com a font de carboni

9 MAL Utilitzacio del Malonat, al 0.8%, com a font de carboni

12 LAC Oxidacioé de la Lactosa

13 MLT Oxidacio de la Maltosa

14 MAN Oxidacié del Manitol

15 XYL Oxidacio de la Xilosa

16 RAF Fermentacié de la Rafinosa

17 SO Fermentaci6 del Sorbitol

18 SucC Fermentaci6 de la Sacarosa

19 INO Fermentacié del Inositol

20 ADO Fermentacié de I’Adonitol

21 CcOou Fermentaci6 de la glucosa en preséncia del 0.03% de l'inhibidor
p-Cumaric

22 H.S Produccié de H,S a partir del Tiosultat sodic

23 ONPG Hidrolisi de 'ONPG, al 0.4%, per la Beta-galactosidasa i fermenta-
cié de l'orto-nitrofenol resultant

24 RHA Fermentaci6é de la Ramnosa

25 ARA Fermentacio de la L-Arabinosa

26 GLU Fermentacié de la Glucosa

27 ARG Hidrolisi de I'Arginina

28 LYS Descarboxilacié de la Lisina

30 ORN Descarboxilacié de 'Ornitina

98



MATERIALS I METODES

3.5. METODES GENETICS

3.5.1. Electrotransformacio

La técnica de l'electrotransformacid, o electroporacio, s'utilitza per
introduir DNA forani dins cel-lules competents d’'una soca que s’ha escollit
com a receptora. Aquest métode es basa en l'aplicacid6 d’'un pols eléctric
d’elevat voltatge que despolaritza la membrana bacteriana creant, de forma
transitoria, porus a través dels quals es produeix I'entrada del DNA
(Shigekawa i Dower, 1988). Totes les electrotransformacions s’han realitzat
amb un equip Gene Pulser i Gene Controller (Bio-Rad) i seguint la
metodologia basada en els protocols modificats del fabricant que es detallen
a continuacié. Hi ha, pero, alguns factors limitants en relacié a I'eficiéncia del
procés. Per exemple, és important que les cél-lules estiguin en un bon estat
fisiologic i el més lliures de sals possibles, per aixo s’utilitza medi LB amb la
meitat de NaCl per al creixement de les cél-lules. També és molt important la
qualitat del DNA. Aquest ha d’estar dissolt en una solucié de baixa forga
ibnica com pot ser el tampé TE (pH 7,5), (Appendix B. Sambrook et. al.,
1989).

Procediment:

A. Preparacio de les cél-lules

Les cel-lules competents s’han preparat segons el seguent protocol:

1. A partir d’'una colonia aillada, preparar un cultiu de nit en 10 ml de medi LB
modificat (0,5% NaCl).

2. Fer una resembra 1:100 (els 10 ml en 1000 ml) en medi LB fresc (0,5%
NaCl) contingut en un erlenmeyer de dos litres.

3. Incubar a 37°C amb agitaci6 moderada fins aconseguir una DOssp nm de
0,6.
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4. Refredar el cultiu en gel durant 15 minuts. A partir d’aquest moment
s’haura de tenir tot el material i les solucions que hagin d’estar en contacte
amb les cél-lules a 4°C.

5. Centrifugar el cultiu en tubs de propile de 250 ml (prerefredats) a 6000
rom durant 10 minuts i a 4°C.

6. Eliminar rapidament el sobrenedant i resuspendre les cél-lules en 1000 ml
d’aigua ultrapura (Milli-Q) esteril i freda. Centrifugar a 6000 rpm durant 10
minuts i a 4°C. Amb aquest procés s’aniran eliminant les sals provinents del
medi de cultiu.

7. Repetir I'tltim pas.

8. Decantar amb compte el sobrenedant i resuspendre el sediment en 20 ml
d’'una solucié estéril i freda de glicerol al 10% (preparada amb aigua
ultrapura). Passar la suspensio a un tub de propilé de 30 ml.

9. Centrifugar a 4000 rpm durant 15 minuts i a 4°C. Decantar el sobrenedant
i resuspendre el sediment en 1 ml de glicerol al 10% fred. En aquest punt la
suspensio cellular ha d’estar una concentracié de 1-2 x 10"° cfu/ml.

10. Repartir aliquotes de 50 ul de la suspensié cel-lular en tubs eppendorf
préviament refredats. Congelar rapidament en neu carbonica.

11. Guardar els tubs a —-80°C.

B. Procés d’electrotransformacid

1. Descongelar les cél-lules competents en gel (per a que el procés de
descongelacié no sigui tant brusc i evitar danyar les cél-lules).

2. Afegir 2 ul de solucié de DNA (producte de la lligacio) i deixar en gel uns 5
minuts.

3. Ajustar el Gene Pulser Apparatus a 25 uF de capacitancia i 200 Q de
resisténcia en paral-lel.

4. Transferir la barreja de «ceéllules i DNA al fons duna cubeta
d’electrotransformacio6 freda.

5. Col-locar la cubeta en la cambra del Gene Pulser i comprovar que estigui

en contacte amb els pols de l'interior de la cambra.
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6. Aplicar un pols eléctric, normalment entre 2,0-2,5 kV quan s'utilitzin
cubetes de 0,2 cm de diametre intern. Per fer aix0, pressionar els botons que
generen el pols eléctric fins escoltar un senyal acustic que indica la
finalitzacié del pols. S’aconsegueix una intensitat de camp eléctric de 10-
12,5 kV/cm (E=V/d, on V és el voltatge aplicat i d és el diametre intern de la
cubeta en cm). En les condicions indicades el temps constant del pols aplicat
ha sigut aproximadament d’entre 4 i 5 ms de durada.

7. Treure la cubeta i afegir rapidament 1 ml de medi BHI fred amb una
micropipeta. En aquest pas és molt important la rapidesa, ja que I'eficiéncia
de transformacié disminueix un 60% si es triga més de 1 minut en el procés
d’'incubacié post-pols eléctric i fins a un 90% si es triga més de 30 minuts.
Barrejar bé amb la micropipeta i transferir la suspensié cel-lular
electrotransformada a un tub de vidre estéril i incubar a 37°C en agitacié
entre 45 i 60 minuts, per tal de permetre I'expressié fenotipica.

8. Passat el temps d’incubacio, sembrar les dilucions adequades en el medi
selectiu corresponent. En aquest treball, els electrotransformants d’E.coli
DH5a s’han seleccionat sembrant 100 pl, 200 ul i 300 ul de la suspensio
cellular electrotransformada en plaques LB suplementades amb ampicil-lina
[ 5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-galactopyranoside  [X-GAL  (Apollo

Scientific)] a 40 ug/ml emprant N,N-dimetilformamida com a solvent.

3.6. TECNIQUES DE MANIPULACIO DE DNA

La majoria de les técniques que s’han utilitzat son les descrites en
Sambrook et al. (1989) i Ausubel et al. (1989), encara que en alguns casos

s’han introduit petites modificacions.

3.6.1. Miniextraccions de DNA cromosomic

El procediment que s’ha utilitzat per fer les extraccions de DNA

cromosomic esta basat en la llisi cel-lular mediada per detergents (SDS 10%)
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i proteinasa K, seguida d’una incubaci6 amb bromur d’hexadeciltrimetil
amoni (CTAB), que segresta polisacarids i proteines residuals. A continuacio
es fan rentats, per tal d’eliminar les proteines, amb fenol-cloroform 1:1 i,

finalment, amb cloroform-isoamilic 24:1, per eliminar les restes de fenol.

El protocol descrit a continuacié correspon a una extraccié de DNA
des de petits volums de cultiu amb un grau de puresa relativament
acceptable. Quan es requereixen quantitats més grans de DNA cromosomic
amb un elevat grau de puresa, s’adapten les quantitats detallades a
continuaci6 a un volum de cultiu més gran i l'extracci6 es purifica

posteriorment per ultracentrifugacié en CsCl.

Procediment:

Es parteix d’'un cultiu de nit, que s’ha preparat inoculant una colonia
aillada en placa en una ampolla de 100 ml de capacitat que contenia 10 ml

de medi TB i s’ha incubat a 37°C i en agitacio, durant unes 16 hores.

1. Centrifugar 1,5 ml del cultiu bacteria ben crescut en un tub eppendorf
durant 2 minuts.

2. Eliminar el sobrenedant per aspiracio.

3. Resuspendre el sediment amb 567 ul d’aigua ultrapura i afegir 30 ul de
SDS 10% i 3 ul de proteinasa K (20 mg/ml). Barrejar per inversié fins a que
el cultiu s’hagi aclarit i tornat viscos degut a la llisi alcalina.

4. Incubar a 37°C durant 1 hora.

5. Afegir 100 ul de NaCl 5 M i tornar a barrejar. Aquest és un pas important
ja que el CTAB forma complexos i precipita amb els acids nucleics en
concentracions de sal inferiors a 0,5 M.

6. Afegir 80 ul de soluci6 CTAB/NaCl preescalfada a 65°C. Tornar a barrejar
i incubar a 65°C durant 10 minuts, barrejant periddicament. Durant aquest

procés s’ha d’anar aclarint 'emulsio.
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7. Afegir el mateix volum (uns 750 ul) de cloroform-isoamilic (24:1 v/v),
barrejar fins a aconseguir una bona emulsio i centrifugar durant 5 minuts.

8. Transferir el sobrenedant a un altre tub, tenint en compte no extreure part
de la interfase, utilitzant puntes de micropipeta previament retallades per
evitar al maxim el trencament mecanic del DNA. El sobrenedant ha de tenir
una consisténcia viscosa, senyal de la preséncia d’'una bona quantitat de
DNA gendmic d’elevat pes molecular. Afegir un volum de fenol-cloroform (1:1
v/v) i barrejar bé per inversid.

9. Centrifugar durant 5 minuts i recuperar la fase aquosa. Repetir els dos
ultims pasos fins obtenir una fase superior més o menys transparent.

10. Fer un ultim pas amb cloroform-isoamilic, centrifugant 3 minuts, per
eliminar les restes de fenol.

11. Afegir 0,6 volums d’isopropanol (Panreac) i barrejar per inversio. S’ha
d’'observar l'aparici6 de filaments blanquinosos (precipitaci6 del DNA
cromosomic). Centrifugar durant 10 minuts.

12. Eliminar l'isopropanol per decantacio i rentar el sediment amb 1 ml
d’etanol al 70% (30 ml d’etanol absolut, Carlo Erba, en 70 ml d’aigua
ultrapura) fred centrifugant durant 5-10 minuts.

13. Eliminar I'etanol per aspiracio i assecar al buit en el Speed Vac.

14. Suspendre el DNA en 100 ul de tampd6 TE + RNasa A i incubar durant 1
hora a 37°C. Degut al seu elevat pes molecular, el DNA pot trigar en
suspendre’s; en aquest cas pot deixar-se a 60°C fins a la seva total

suspensio o tota la nit a 37°C.

3.6.2. Miniextraccions de DNA plasmidic

El procés daillament de DNA plasmidic es basa en el diferent
comportament del DNA plasmidic respecte al DNA cromosomic en
condicions desnaturalitzants com sén la temperatura elevada o el pH basic.
D’aquesta manera, el DNA plasmidic conservara la seva estructura circular

tancada covalentment, mentre que el DNA cromosomic es trencara pels
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ponts d’hidrogen. Aquests dos comportaments sén deguts a les diferéncies

de grandaria i de topologia dels dos tipus de DNA.

La miniextraccié de DNA plasmidic és una técnica d’us habitual amb
diferents finalitats, obtenint-se una certa quantitat de DNA de relativa puresa,
suficientment adequada per dur a terme comprovacions del plasmidi per
restriccio o bé per a la seva utilitzacié per la transformacié. El procediment
que es detalla a continuacié esta basat en la llisi alcalina i I'eliminacié de
proteines amb fenol-cloroform, modificat de Birnboim i Doly (1979). En el cas
que es requereixi gran quantitat de DNA plasmidic, s’adapten les quantitats
detallades a continuacié a un volum de cultiu més gran i el DNA extret es

sotmet posteriorment a un gradent de CsCI.

Procediment:

Es parteix d’'un cultiu de nit, que s’ha preparat inoculant una colonia
aillada en placa en una ampolla de 100 ml de capacitat que contenia 10 ml
de medi TB, amb els antibidtics corresponents, i s’ha incubat a 37°C i en

agitacié, durant unes 16 hores.

1. Transferir 1,5 ml del cultiu de nit a un tub eppendorf i centrifugar 30
segons a temperatura ambient.

2. Eliminar el sobrenedant per aspiracio. Centrifugar 10 segons més i
eliminar la resta de medi.

3. Resuspendre en 100 ul de solucié | freda.

4. Afegir 200 ul de solucié Il i barrejar per inversio fins a obtenir una solucio
viscosa pero transparent. Deixar 5 minuts en gel. Convé no excedir aquest
temps, doncs siné s’augmentara la quantitat de DNA plasmidic de cadena
senzilla, que t& menor mobilitat electroforética que el cccDNA.

5. Afegir 150 pl de solucié lll freda i barrejar bé per inversi6 o suaument

amb el vortex (agitador de tubs). Deixar 10 minuts en gel. Durant aquest
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temps la majoria de les proteines i el DNA cromosomic precipiten, observant-
se I'aparicié de floculs blancs que corresponen a les restes cel-lulars.

6. Centrifugar 10 minuts a temperatura ambient.

7. Transferir el sobrenedant a un nou tub eppendorf, vigilant de no
arrossegar cap resta de sediment perque aquesta contaminacid podria
inhibir posteriorment I'activitat d’algun enzim de restriccio.

8. Afegir un volum igual de fenol-cloroform (1:1 v/v) i barrejar enérgicament
fins obtenir una emulsié homogenia.

9. Centrifugar durant 5 minuts.

10. Transferir la fase aquosa (superior) a un altre tub eppendorf i repetir els
passos 81 9.

11. Transferir la fase aquosa a un tub net i afegir un volum igual de
cloroform-isoamilic (24:1 v/v). Aixi s’eliminen les restes de fenol-cloroform,
les quals podrien inhibir algunes reaccions. Agitar enérgicament.

11. Centrifugar durant 5 minuts.

12. Recuperar la fase aquosa (superior) en un tub eppendorf nou i afegir 2
volums d’etanol absolut (Carlo Erba) fred (900 pnl), barrejar i deixar a —80°C
durant 30 minuts. Centrifugar durant 10 minuts.

13. Eliminar el sobrenedant per aspiracio i rentar el sediment (blanquinos)
amb 1 ml d’etanol al 70% (30 ml d’etanol absolut, Carlo Erba, en 70 ml
d’aigua ultrapura) fred centrifugant durant 10 minuts.

14. Eliminar I'etanol per aspiracio i assecar al buit en el Speed Vac.

15. Resuspendre en 20 ul de tampd6 TE + RNasa A. Deixar uns 30-45 minuts
a 37°C per facilitar la resuspensié del DNA i I'eliminacié del contingut en
RNA. EI DNA obtingut ja és de la suficient puresa com per treballar amb els
enzims de restriccid. Si no fos aixi, repetir el procediment a partir del punt 8.
16. Analitzar la quantitat i qualitat del DNA carregant 1 ul en un gel
d’agarosa.

Per a un us frequent es pot guardar el DNA extret a 4°C, en cas contrari és

millor conservar-lo congelat a -20°C.
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3.6.3. Digesti6 del DNA amb enzims de restricci6

Quan en la cél-lula bacteriana entra DNA exogen estrany, aquesta el
degrada mitjangant les anomenades endonucleases de restriccid. Aquests
enzims presenten una marcada especificitat respecte a sequéncies de DNA,
ja que reconeixen sequencies palindromiques de 4 a 6 parells de bases i
actuen sobre elles trencant els enllagos fosfodiester; tallant, per tant, les
dues cadenes de DNA en la sequéncia de reconeixement o prop d’ella. Les
condicions optimes de digestid per als diferents enzims no sén molt estrictes,
perd cada enzim de restriccio presenta requeriments de forgca idnica i
condicions especifiques de reaccio, sobretot pel que fa a la temperatura, aixi
que en cada cas s’ha d'utilitzar el tamp6 de restriccid corresponent i s’ha
d’incubar la reaccio a la temperatura recomanada per la casa comercial. Per
a digestions dobles, cal tenir en compte la compatibilitat dels enzims amb el
tampd. En totes les restriccions fetes en aquest treball s’han utilitzat enzims i
tampons de Roche Diagnostics. S’han fet restriccions per comprovar
molécules de DNA recombinants. En cada restriccié s’ha afegit una unitat de
cada enzim (Apal i Sacl, 10 U/ul) per ug de DNA, normalment entre 1 i 3 pug,
2 ul del tampd de restriccio corresponent, el volum final de la reaccié ha sigut
de 20 ul i s’ha incubat a 37°C durant tota la nit. Les digestions s’han

comprovat en gels d’agarosa.

3.6.4. Electroforesi de DNA en gels d’agarosa

Aquesta és una técnica basicament analitica, ja que s'utilitza per a
separar i identificar fragments de DNA, perd0 també es pot realitzar una
electroforesi preparativa, que permet l'aillament d’'un determinat fragment a
partir d’'una mescla heterogénia. Es basa en la migracié unidireccional del
DNA a través d’'una matriu porosa quan se li aplica un camp eléctric. A pH
neutre el DNA té carrega negativa, la qual cosa comporta la seva migracio
des del pol negatiu (catode) cap al pol positiu (anode). La mobilitat

electroforética dels diferents fragments depen, sobretot, de la seva grandaria
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i es veu poc afectada per la composicio de bases o per la sequéncia. Els
factors determinants de la mobilitat son els seguents (Sambrook et. al.,
1989):

Longitud del DNA. Les molécules de DNA lineal migren a través del

gel a una velocitat que és inversament proporcional al logaritme del seu pes
molecular. D’aquesta manera, pot determinar-se la longitud d’'un fragment de
DNA desconegut, o comprovar que un fragment determinat té la longitud
esperada, per electroforesi juntament amb marcadors de pes molecular
conegut, generalment DNA del fag A digerit amb els enzims Hindlll o BstEll, i

que donen lloc als seguents pesos moleculars (en Kb):

A L Hindlll: 23,13; 9,41; 6,55; 4,36; 2,32; 2,02; 0,56; 0,12.

A L BstEll: 14,14; 8,45; 7,24; 6,36; 5,68; 4,82; 4,32; 2,67,
2,32; 1,92; 1,37; 1,26; 0,70; 0,22; 0,12.

Per a comprovar la longitud de fragments de mida petita s'utilitza
també, com a marcador de pes molecular, DNA del fag ¢x174 diferit amb

'enzim Hinfl que déna lloc als seguents pesos moleculars (en pb):

ox174 L Hinfl: 726; 713; 553; 500; 427-417-413; 311; 249; 200;
151; 140; 118; 100; 82, 66; 48-42-40; 24.

Conformacié _estructural del DNA. Una mateixa sequéncia de DNA

plasmidic pot presentar-se en tres formes diferents (DNA circular tancat,
DNA circular relaxat i DNA lineal), podent-se desplagar cadascuna d’elles a
diferent velocitat en un gel. Les mobilitats relatives depenen essencialment
de la porositat del gel, encara que també estan influides pel corrent aplicat,
la forga ionica del tampd de recorregut, aixi com per la densitat de girs
superhelicoidals de la molecula circular tancada. En els gels més

comunament emprats, amb agarosa al 0,7% i amb bromur d’etidi com a
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agent intercalant, I'ordre, a partir de la banda de migracié més rapida, seria:

DNA circular tancat, DNA lineal i DNA circular relaxat.

Porositat del gel. Existeix una relacié directa entre el logaritme de la

mobilitat electroforética d’un fragment de DNA i la porositat del gel, que ve
donada per la concentracio d’agarosa. Els gels d’agarosa poden utilitzar-se
per separar fragments de DNA des de 70 pb (agarosa 3%) fins 800 Kb

(agarosa 0,1%).

Corrent_eléctric_aplicat. La velocitat de migracié dels fragments de

DNA lineal és proporcional al voltatge aplicat. Per obtenir la maxima

resolucié dels fragments de DNA no s’han d’aplicar més de 5 V/cm.

La quantitat minima de DNA detectat en un gel d’'agarosa es de 10 ng,
essent 100 ng la quantitat optima. La visualitzacié dels fragments de DNA
s’aconsegueix mitjangant la incorporacié al gel d’'un colorant fluorescent,
normalment bromur d’etidi, que s’intercala entre les dues cadenes de DNA.
Aquest colorant revela la preséncia d’'una banda de DNA al ser il-luminada

amb llum ultravioleta de longitud d’ona curta (310 nm).

Preparaci6é d’un gel d’agarosa:

Per tal d’estimar la concentracio6 de DNA cromosomic o plasmidic
s’han preparat gels amb una concentraci6 d’agarosa del 0,4% i 0,7%,
respectivament. També s’han preparat gels per visualitzar patrons de
restriccid i per a recuperar fragments de DNA amplificats per PCR. En
aquests dos ultims casos, la concentracié d’agarosa depenia del tamany dels
fragments de DNA que s’esperaven, essent una concentracié d’agarosa del
3% la més utilitzada, ja que s’ha treballat amb fragments petits, entre 100 i
400 pb aproximadament. En aquests casos, s’ha utilitzat com a marcador de

pes molecular el DNA del fag ¢x174 L Hinfl.

108



MATERIALS I METODES

Els gels d’agarosa s’han preparat segons es descriu a continuacio:

1. Pesar la quantitat corresponent d’agarosa en pols (Grau Biologia
Molecular, Roche Diagnostics) i afegir el volum corresponent de tampé
d’electroforesi (TAE 1X).

2. En un microones, escalfar fins que se fongui 'agarosa, evitant que quedin
particules en suspensio.

3. Deixar refredar fins a uns 50-55°C, afegir bromur d'etidi a una
concentracié final de 0,5 pg/ml a partir d’'una solucié stock de 10 mg/ml
(conservada en la foscor).

4. Abocar la solucié sobre el suport del gel, al que se I'han segellat els
extrems amb cinta adhesiva. Col-locar una pinta a 0,5-1 cm de l'extrem,
verificant que esta separada de la base del suport de 0,5 a 1 mm per a que
els pouets estiguin integres. Deixar a temperatura ambient de 30 minuts a 1
hora, fins que estigui solidificat.

5. Treure la pinta tenint cura de no fer malbé els pouets. Col-locar el gel en la

cubeta d’electroforesi plena de tampo (TAE 1X), el qual també ha de cobrir el

gel.

Per a carregar les mostres de DNA, aquestes s’han barrejat amb
tampd de carrega (6X), en una proporcié 1/10 del volum final a carregar. Per
tal d’estimar la concentracié de DNA cromosomic o DNA plasmidic tan sols
s’ha carregat 1 ul de mostra barrejat amb 9 ul de tampd de carrega diluit
(1X). L’electroforesi s’ha fet en tampdé TAE 1X utilitzant cubetes
d’electroforesi (BioRad) i aplicant un voltatge de 75 volts. La migracié del
DNA s’ha controlat il-luminant el gel amb un transil-luminador de radiaci6
ultravioleta (UVP). D’alguns gels s’han realitzat fotografies utilitzant una

camera Mitsubishi Video Copy Processor.

Amb la finalitat de recuperar, posteriorment, els fragments d’entre 100
i 400 pb, el producte de I'amplificacié s’ha carregat en un gel al 3% preparat
amb agarosa de grau LOW [25% d’agarosa grau Biologia Molecular (Roche
Diagnostics) i 75% d’agarosa LM-Sieve (Pronadisa)], ja que aixi es facilita la

dissolucio de la regio d’agarosa que conté el fragment que es vol recuperar.
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3.6.5. Recuperaci6 de fragments de DNA

A I'hora de purificar fragments de DNA a partir de gels d’agarosa hi ha
dos inconvenients fonamentals. En primer lloc, les diferents agaroses
existents solen estar contaminades per polisacarids sulfatats que poden
extreure’s juntament amb el DNA. Aquests compostos son potents inhibidors
dels enzims emprats en les técniques de Biologia Molecular. En segon lloc,
el rendiment de la recuperacié de fragments de DNA de gran grandaria sol
ésser baix. Aquests segon problema, perd, no ha afectat a aquest treball, ja
que tan sols s’han hagut de recuperar fragments d’entre 100 i 400 pb

aproximadament.

Quan s’ha de recuperar un fragment obtingut per restriccio, és molt
important haver aconseguit una bona separacio entre el que interessa i els
altres possibles fragments, per tal d’evitar contaminacions. En aquest treball,
només s’han recuperat fragments procedents d’'una amplificacié per PCR,
per tant aixd tampoc ha suposat cap problema ja que en el gel només ha

corregut un sol fragment.

Procediment:

1. Carregar el volum total d’'una reaccié d’amplificacio (100 ul) en un gel
d’agarosa al 3% LOW i realitzar una electroforesi en tampo6 TAE 1X utilitzant
cubetes d’electroforesi (BioRad) i aplicant un voltatge de 75 volts.

2. Tallar la regio d’agarosa que conté el fragment de DNA desitjat i pesar-la
dins d’un tub eppendorf préviament tarat. El pes obtingut no hauria de ser
superior a 0,4 g (en aquest cas s’hauria de tallar i posar-la en un altre tub
eppendorf).

3. Afegir de 2 a 3 volums (respecte el pes de la regié d’agarosa tallada) de
solucié de iodur sodic 6 M.

4. Incubar en un bany a 45-55°C durant 5 minuts. Comprovar que 'agarosa

s’hagi dissolt en la seva totalitat. Si no és aixi, continuar amb el tractament.
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5. Repartir la solucié obtinguda en aliquotes de 500 ul i afegir 800 ul de
Wizard® PCRpreps DNA Purification Resin de Promega. Aquesta resina
segresta només el DNA. Barrejar per inversio i esperar uns 5 minuts.

6. Abocar el contingut del tub eppendorf dins d’'una xeringa préviament
montada sobre una columna de purificacié de DNA. Introduir 'émbol i prémer
amb continuitat.

7. Treure la xeringa de la columna. En aquest moment, el complex DNA-
resina esta retingut al filtre que hi ha a la columna. Treure I'émbol i tornar a
connectar la xeringa a la columna. Afegir 2 ml d’isopropanol al 80% i prémer
amb I'émbol. D’aquesta manera es renta el DNA.

8. Centrifugar la columna, préviament col-locada sobre un tub eppendorf,
durant 2 minuts per tal d’eliminar les restes d’isopropanol.

9. Afegir 20 ul de tampd TE a linterior de la columna i esperar uns 5 minuts
(també es pot recuperar el DNA afegint 20 ul d’aigua ultrapura una mica
calenta, que fara més facil la dissoluci6 del DNA). Eluir el DNA per
centrifugacido (2-5 minuts). Transferir el DNA obtingut a un nou tub
eppendorf.

10. Visualitzar el DNA recuperat carregant 1 ul en un gel d’agarosa.

3.6.6. Lligacions de fragments de DNA a vectors plasmidics

La lligaci6 permet unir un fragment de DNA a un vector plasmidic
linearitzat, aprofitant les caracteristiques de I'enzim DNA lligasa, i obtenir un
plasmidi recircularitzat que conté el fragment que interessi. Aquest plasmidi
recombinant pot introduir-se, per exemple per electrotransformacio, dins
cel-lules competents per, posteriorment, obtenir-ne gran quantitat per a

diferents finalitats.

En aquest treball s’han fet lligacions per a clonar, en el vector pPGEM®-
T, diferents fragments de DNA obtinguts per PCR, i recuperats d’un gel
d’agarosa, per posteriorment sequenciar-los. Aquest vector es subministra

comercialment ja linearitzat, per tant es pot emprar directament en reaccions
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de lligacié. A més, en els seus extrems té cues de timines que son
complementaries de les cues d’adenines que presenten els productes
amplificats per PCR. També conté dianes uniques de tall d’'un gran nombre
d’enzims de restricci6 a ambds costats del lloc de clonacio, la qual cosa
permet obtenir el fragment de manera facil. Les lligacions s’han dut a terme
utilitzant el kit “pGEM®-T Vector System I” de Promega i seguint el protocol

descrit per la casa comercial.

El volum final de la reaccié de lligacio ha sigut de 5 ul, s’ha incubat a
25°C durant tota la nit i, abans d’electrotransformar el producte de la lligacio
en cél-lules competents d’E. coli DH5a, s’ha inactivat incubant a 70°C durant
10 minuts. Les quantitats de cada un dels reactius d’una reacci6 de lligacio

es detallen a continuacio.

Barreja de lligacio:

2X Rapid Ligation Buffer, T4 DNA Ligase 2,5ul
(tampé de lligacio)

DNA del vector pGEM®-T (54 ng/pl) 0,5l
fragment de PCR a lligar uns 100 ng
DNA lligasa del fag T4 (3 U/pul) 0,5l

aigua ultrapura fins a volum final 5 pl.

3.6.7. Amplificacio de fragments de DNA per PCR

La reaccio en cadena de la polimerasa (PCR) s’utilitza per amplificar
de forma exponencial in vitro un fragment especific de DNA que esta
localitzat entre dues regions de sequéncia coneguda. La PCR requereix tres
components basics: el DNA motlle de doble cadena a partir del qual se’'n vol

amplificar un segment, els “primers” o cebadors que flanquegen la regi6 a
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amplificar i la DNA polimerasa. Addicionalment calen dNTPs per produir nou

DNA en un tampo de reaccié adequat.

La reaccid consisteix en una série de reaccions en cadena, o el que
és el mateix, la repetici6 d'un cicle de tres fases: una fase de
desnaturalitzacio del motlle; una segona d’anellament dels “primers”,
presents en excés, amb les sequéencies dianes i una tercera fase d’extensio
o sintesi de DNA a partir dels “primers”. Degut a que els productes d’un cicle
complet serveixen com a motlles pel seglent, cada cicle successiu duplica la
quantitat del fragment de DNA, obtenint-se al final del procés un nombre de
molécules de DNA de N - 2X, on N és el nombre de molécules inicial i X és el
nombre de cicles realitzats. Una amplificacié de 30 cicles proporciona, a
partir de tan sols una copia del DNA motlle, més d’'un milié6 de copies del

fragment d’interes.

Hi ha una série de parametres critics que s’han de tenir en compte a

I'hora d’optimitzar la PCR per a una aplicacié en concret:

“‘Primers”: s’han d’escollir complementaris a la regié que es desitja
amplificar. Cada “primer” ha d’hibridar amb una cadena diferent i amb els
extrems 3’ orientats de tal manera que quan la polimerasa actui en direccid
5 -3’ estengui la regié de DNA situada entre ells. Han de tenir una longitud
d’'uns 20 nucledtids, no han de ser complementaris entre si per evitar la

formacié de dimers i no han de tenir estructures secundaries.

DNA motlle: ha d’estar lliure de compostos inhibidors de la PCR, com
sén detergents o alcohols. La quantitat de motlle ha de ser suficient per a
poder detectar el producte en 25-30 cicles perd no excessiva, per evitar una

disminuci6 en I'eficiéncia de la reaccio.

dNTPs: no han d’estar en excés perqué poden quelar el magnesi, que

és un dels ions clau en la reaccio.
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Tampd de reaccid: ha d’estar ajustat a la concentracié de clorur de

magnesi necessaria en cada cas, ja que aquest parametre és diferent per a
cada combinacié de “primers” i motlle emprada. En totes les reaccions
d’amplificacio realitzades en aquest treball s’ha utilitzat el tampé de reaccio
facilitat per la casa comercial. S’ha de procurar evitar, amb una manipulacio
acurada, la contaminacié de qualsevol component de la reacci6 amb DNA
estrany que podés interferir.

Durada i temperatura dels cicles: ha de permetre, en cada fase de les

esmentades anteriorment, una desnaturalitzaci6 completa, un anellament
estable dels “primers”, el qual depén de la seva composicié en GC, i també
una extensié completa. El temps de “rampa”, és a dir, el necessari perque la
mostra arribi a la temperatura desitjada ha de ser el minim possible, i aixd

depén de la qualitat i rapidesa del termociclador emprat.

S’han realitzat reaccions d’amplificacié per obtenir fragments concrets
dels gens gyrA i parC d’E. coli i del gen gyrA de S. typhimurium, per
sequenciar-los. Aquests fragments corresponen a la regio QRDR de cada
gen, on s’ha descrit la preséncia de les principals mutacions responsables de
conferir resisténcia a les quinolones. Totes els “primers” utilitzats han sigut
subministrats per la casa comercial GensetOligos, excepte els “primers”
LoQRD.2 i E.coli/ParC.3 que eren de Roche Diagnostics, i les seves

sequeéncies es detallen a la taula 3.6.

Per a utilitzar-los en les reaccions d’amplificacié, s’han preparat
aliquotes de 100 pul dels “primers”, a una concentracio de 10 pmol/ul, diluint
els “primers” concentrats en aigua ultrapura. Tant els concentrats com els

diluits s’han guardat congelats a —20°C.
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Taula 3.6. “Primers” utilitzats en aquest treball.

| Nom | Seqiiéncia | Posicié |
UpQRD?® 5-TGTCGTTGGTGACGTAATCGG-3’ +204'
LoQRD? 5-GCGAGAATGGCTGCGCCATGC-3’ +292"
E.coli/ParC.1*®  5-AACTGGGCCTGAATGCCAGCG-3’ +1529
E.coli/ParC.2° 5-CCATCAACCAGCGGATAACGG-3’ +3059
UpSalQ® 5-GAGATGGCCTGAAGCCGGTAC-3’ +113"
LoSalQ® 5-GGTCGGCATGACGTCCGGAAT-3’ +483"
LoQRD.2¢ 5-GTCTCTTTTTCGAGATCGGCC-3’ +425'
E.coli/ParC.3° 5'-CCCAGCTCGCTCAATAGCAGC-3’ +410°9

“Primers” utilitzats per amplificar un fragment de 89 pb del gen gyrA d’E. coli.

“Primers” utilitzats per amplificar un fragment de 154 pb del gen parC d’E. coli.

“Primers” utilitzats per amplificar un fragment de 371 pb del gen gyrA de S. typhimurium.
“Primers” utilitzats per amplificar un fragment de 222 pb del gen gyrA d’E. coli.

“Primers” utilitzats per amplificar un fragment de 259 pb del gen parC d’E. coli.

" Posicio de I'extrem 5 de I'oligonucledtid respecte al punt d’inici de la traduccié del gen
gyrA d’E. coli.

9 Posicio de I'extrem 5’ de I'oligonucleotid respecte al punt d'inici de la traduccio del gen
parC d’E. coli.

h

Posicié de I'extrem 5’ de I'oligonucledtid respecte la punt d’inici de la traduccié del gen

gyrA de S. typhimurium.

Les reaccions d’amplificacié s’han fet utilitzant el sistema Expand™

High Fidelity PCR System de Roche Diagnostics i seguint les indicacions de
la casa comercial, en un termociclador Mastercycler personal de Eppendorf i
les condicions de les reaccions d’amplificacié han sigut diferents per a cada
cas. La temperatura a la qué es realitza la fase d’anellament ve determinada
per la temperatura de fusid (Tn) dels “primers” i normalment és 3 graus
superior a la temperatura de fusio del “primer” que tingui la T, més baixa.
Donat que la Ty, dels dos “primers” utilitzats per amplificar el fragment de 89

pb del gen gyrA d’E. coli era molt alta, s’ha triat una temperatura meés baixa
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per la fase d’anellament, amb la qual cosa s’han obtingut uns millors
resultats. La longitud del fragment esperat defineix el temps de la fase
d’elongacié. Normalment es considera un minut per cada kilobase de
grandaria. Per amplificar el fragment del gen gyrA de S. typhimurium s’ha
augmentat el temps de la fase d’elongacio, obtenint-se també uns millors
resultats. Les barreges de reaccido aixi com les condicions de cada
amplificacio estan detallades a continuacio.

Barreja de reaccio:

Per a la majoria de reaccions s’ha preparat una barreja d’amplificacié
en un volum final de 100 ul, en tubs de 0,5 ml especials per a PCR i
mantinguts sempre a 0°C. Seguidament s’ha repartit 25 ul de la barreja en 4
tubs especials per a PCR i s’han collocat en el termociclador en les
condicions de programacié adequades per a que tingui lloc 'amplificacié. Tot

seguit s’indiquen els diferents components de la mescla de reaccio:

tamp6 d’amplificacié (PCR Buffer 10X with MgCl,) (Roche) 10 ul

barreja dels 4 dNTPs (10X) (Roche) 10 ul
“primer sense” (10 pmol/ul) (GensetOligos) 4 ul
“primer antisense” (10 pmol/ul) (GensetOligos) 4 ul
“Expand” DNA polimerasa (3,5 U/ul) (Roche) 0,8 ul
DNA (1 pg/ul) 0,8 ul (200 ng)
aigua ultrapura 70,4 ul

Una vegada finalitzada la reaccid, s’han ajuntat els productes
d’amplificacié obtinguts en les quatre reaccions, s’ha procedit a fer una
electroforesi i a recuperar i clonar el fragment per posteriorment sequienciar-

lo.
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Per amplificar els fragments de 222 pb del gen gyrA i de 259 pb del
gen parC d’E. coli s’han preparat barreges d’amplificacio en un volum final
de 50 ul, adequant les quantitats anteriorment detallades a aquest volum.
Aquests fragments amplificats s’han utilitzat per a sequenciar-los, utilitzant
un “primer’” marcat, directament després de recuperar el producte de
'amplificacié utilitzant el kit “High Pure PCR Product Purification Kit” (Roche
Diagnostics, Mannheim, Germany) i seguint el protocol facilitat per la casa

comercial.

Quan s’han amplificat fragments a partir de DNA d’E. coli, previ a la
reaccio d’amplificacid, s’ha fet un tractament amb I'enzim de restriccié Dpnl
(Roche Diagnostics, 10 U/ul), seguint les indicacions facilitades per la casa
comercial Roche Diagnostics. Aixi, la barreja de reaccido sense el DNA i
sense els “primers” s’ha tractat amb Dpnl durant una hora a 37°C. Passat
aquest temps, s’ha inactivat a 94°C durant 2 minuts, s’hi ha afegit el DNA i
els “primers”, i la mescla s’ha col-locat en el termociclador per tal de dur a

terme la reaccio d’amplificacio.

Condicions d’amplificacio:

Programa “ECQRD”: Utilitzat per a I'amplificacié6 d’un fragment de 89
pb de la regié QRDR del gen gyrA d’E. coli

2 minuts a 95°C

1 minut a 95°C (fase de desnaturalitzacid)
1 minut a 65°C (fase d’anellament)

1 minut a 72°C (fase d’extensid)

Es repeteixen els 3 ultims pasos X30 cicles
7 minuts a 72°C (fase d’extensio final)

Es disminueix la temperatura fins a 4°C.

Es manté a aquesta temperatura indefinidament.
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Programa “ECQRD.2”: Utilitzat per a 'amplificacié d’'un fragment de 222
pb de la regié QRDR del gen gyrA d’E. coli

2 minuts a 95°C

1 minut a 95°C (fase de desnaturalitzacio)
1 minut a 61°C (fase d’anellament)

1 minut a 72°C (fase d’extensid)

Es repeteixen els 3 ultims pasos X30 cicles
7 minuts a 72°C (fase d’extensio final)

Es disminueix la temperatura fins a 4°C.

Es manté aquesta temperatura indefinidament.

Programa “ECPARC”: Utilitzat per a 'amplificacié d’'un fragment de 154
pb de la regi6 QRDR del gen parC d’E. coli

2 minuts a 95°C

1 minut a 95°C (fase de desnaturalitzacio)
1 minut a 62°C (fase d’anellament)

1 minut a 72°C (fase d’extensid)

Es repeteixen els 3 ultims pasos X30 cicles
7 minuts a 72°C (fase d’extensio final)

Es disminueix la temperatura fins a 4°C.

Es manté aquesta temperatura indefinidament.

Programa “ECPARC.2”: Utilitzat per a I'amplificacié6 d’'un fragment de 259
pb de la regi6 QRDR del gen parC d’E. coli

2 minuts a 95°C

1 minut a 95°C (fase de desnaturalitzacid)
1 minut a 66°C (fase d’anellament)

1 minut a 72°C (fase d’extensio)

Es repeteixen els 3 ultims pasos X30 cicles
7 minuts a 72°C (fase d’extensio final)

Es disminueix la temperatura fins a 4°C.

Es manté aquesta temperatura indefinidament.
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Programa “SALQRD”: Utilitzat per a 'amplificacié d’'un fragment de 371
pb de la regi6 QRDR del gen gyrA de S.

typhimurium

2 minuts a 95°C

1 minut a 95°C (fase de desnaturalitzacid)
1 minut a 59°C (fase d’anellament)

2 minuts a 72°C (fase d’extensio)

Es repeteixen els 3 ultims pasos X30 cicles
7 minuts a 72°C (fase d’extensio final)

Es disminueix la temperatura fins a 4°C.

Es manté aquesta temperatura indefinidament.

3.6.8. Marcatge i seqiienciaciéo de DNA

La sequenciacié de DNA s’ha fet pel métode de terminacio de cadena
emprant dideoxinucleodtids. Aquesta metodologia es basa en la capacitat dels
2’-3’ dideoxinucleotids d’actuar com a finalitzadors de cadena. Aquests
ddNTPs no tenen el grup 3’ hidroxil i, per tant, no poden formar I'enllag
fosfodiéster necessari per la incorporacio del seguent deoxinucleotid.
D’aquesta manera, quan s’introdueixen en una cadena que s’esta

sintetitzant, bloquegen la seva elongacié.

Per la sequenciacié, es porten a terme 4 reaccions d’amplificacié
independents. Totes elles contenen: DNA que actua com a motlle i que
correspon el DNA que es vol sequenciar, un cebador o iniciador d’'uns 17-24
nucledtids complementaris a un fragment de la cadena motlle, una barreja
dels quatre deoxinucleotids, tamp6 adequat (DNA Sequencing 5X Buffer) i la
Tag DNA polimerasa (5 U/ul) que catalitza la reaccidé. A cada reaccio
s’afegeix, a més a meés, un dideoxinucleotid diferent (A, C, G o T). El volum

final de la reaccié es completa amb aigua ultrapura.

119



MATERIALS I METODES

En totes les reaccions es generen una serie de fragments que han
estat finalitzats per la incorporacio del ddNTP corresponent. La concentracio
dels ddNTPs ha de ser I'adient perqué la frequéncia d’incorporacié permeti la
formacio de tots els fragments possibles. D’aquesta manera, la posicié de
cada deoxinucleotid de la cadena motlle esta representada per la grandaria

del fragment que ha incorporat el dideoxinucleotid corresponent.

El clons de pGEM®-T amb linsert que interessava seqiienciar s’han
marcat utilitzant el kit “fmol® DNA Cycle Sequencing System” de Promega i
seguint les indicacions del fabricant. S’han utilitzat els “primers” Directe (5'-
CGACGTTGTAAAACGACGGCCAGT-3) i Revers (5-CAGGAAACAGCTATGAC-
3) marcats amb Cy5 en el seu extrem 5 i sintetitzats per Amersham
Pharmacia Biotech. Aquests “primers” sbn homolegs a regions properes al
punt de clonacié del vector i permeten la sequenciacié del que hi ha clonat

en aquest punt.

Els fragments de 222 pb del gen gyrA i de 259 pb del gen parC d’E.
coli amplificats i recuperats tal com s’ha explicat anteriorment, s’han marcat
directament utilitzant també el kit “fmol® DNA Cycle Sequencing System” de
Promega i seguint les indicacions del fabricant. Com a “primer’ per al
marcatge s’ha utilitzat, en cada cas, el mateix “primer” revers utilitzat per
amplificar el fragment, LoOQRD.2 i E.coli/ParC.3, respectivament, perd marcat

amb Cy5 en el seu extrem 5’ i sintetitzat per Amersham Pharmacia Biotech.

Totes les mostres s’han processat pel sistema “ALF Express” i les
sequéncies obtingudes s’han comparat amb les sequéncies dels gens gyrA i
parC d’E. coli i del gen gyrA de S. typhimurium, respectivament, obtingudes
dels bancs de dades.
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3.7. METODES DE DETECCIO DE MUTACIONS

3.7.1. Hibridacio de colonies amb sondes especifiques

Aquest métode permet determinar quina o quines mutacions presenta
una soca, a través de I'hibridacié de coldnies d’aquesta soca amb diferents
sondes d’oligonucledtids que detecten mutacions puntuals, és a dir, un
simple canvi de nucleotid. Per a “aplicar” aquest métode no cal extreure el

DNA cromosomic ni cal disposar de cap aparell especial.

S’ha treballat amb sondes radioactives, marcades amb **P. Quan es
treballa amb les concentracions més elevades de radioactivitat s’ha de fer en
una instal-lacio especial, destinada a tal fi, i sempre s’ha de treballar amb
totes les mesures necessaries i seguint totes les normes de proteccio

radiologica.

3.7.1.1. Sondes utilitzades

Per a les hibridacions s’han utilitzat sondes sintetitzades per la casa
comercial GensetOligos. Aquestes sondes s’han dissenyat de tal manera
que contenen de 18 a 21 nucleotids i estan centrades en la posicid on es
produeix el canvi de nucleodtid responsable de conferir resisténcia a
determinats antimicrobians a la soca portadora d’aquest canvi. En algun cas,
com el de la sonda “salvatge” dissenyada per detectar mutacions en la
posicid 83 del gen gyrA de S. typhimurium, la sonda no s’ha centrat en
aquesta posicidé i esta una mica desplagada, per evitar la formacid

d’estructures secundaries.

Les sondes utilitzades, aixi com la seva sequéncia, estan detallades a

la taula 3.7.
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Taula 3.7. Sondes utilitzades en la hibridacié de colonies.

Nom

Seqiiéncia

Caracteristiques

Sondes d’E. coli

E.coliSer83

E.coliLeu83

E.coliAsp87

E.ParCSer80

E.ParCSer80(T)

E.ParCGlu84

C/E.coliSer83

C/E.coliLeu83

C/E.coliAsp87

C/E.ParCSer80

C/E.ParCSer80(T)

C/E.ParCGlu84

5-CATGGTGACTCGGCGGTCTAT-3'

5-CATGGTGACTTGGCGGTCTAT-3

5-GCGGTCTATGACACGATCGTC-3

5-CACGGCGATAGCGCCTGTTAT-3

5-CACGGCGATAGTGCCTGTTAT-3’

5-GCCTGTTATGAAGCGATGGTC-3'

5-ATAGACCGCCGAGTCACCATG-3’

5-ATAGACCGCCAAGTCACCATG-3’

5-GACGATCGTGTCATAGACCGC-3'

5’-ATAACAGGCGCTATCGCCGTG-3'

5-ATAACAGGCACTATCGCCGTG-3'

5-GACCATCGCTTCATAACAGGC-3’

Sonda “salvatge”,
centrada en la posicio 83 del gen gyrA
Sonda “mutant”,

centrada en la posicio 83 del gen gyrA

Sonda “salvatge”,

centrada en la posicio 87 del gen gyrA

Sonda “salvatge” (AGC),

centrada en la posicié 80 del gen parC

Sonda “salvatge” (AGT),

centrada en la posicio 80 del gen parC

Sonda “salvatge”,

centrada en la posicié 84 del gen parC

Sonda complementaria “salvatge”,

centrada en la posicio 83 del gen gyrA

Sonda complementaria “mutant”,

centrada en la posicio 83 del gen gyrA

Sonda complementaria “salvatge”,

centrada en la posicié 87 del gen gyrA

Sonda complementaria “salvatge”
(GCT), centrada en la posicio 80 del
gen parC

Sonda complementaria “salvatge”
(ACT), centrada en la posicié 80 del
gen parC

Sonda complementaria “salvatge”,

centrada en la posicié 84 del gen parC

Sondes de S. typhimurium

SalSer83

C/SalSer83

5-GGCGATTCCGCAGTGTAT-3’

5-ATACACTGCGGAATCGCC-3

Sonda “salvatge”, desplagada respecte
a la posici6 83 del gen gyrA

Sonda complementaria, desplagada

respecte a la posicié 83 del gen gyrA

En negreta es mostra la posicié concreta on s’ha detectat la mutacio.
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Pel marcatge de les sondes amb [y-33P]-ATP, s’han preparat aliquotes
de 100 pl a una concentracio de 10 pmol / 3 pl, diluint les sondes
concentrades en aigua ultrapura. Tant les sondes concentrades com les

diluides s’han guardat congelades a —20°C.

S’han dissenyat també sondes “complementaries” a aquestes per tal
de posar-les directament en el filires i per a que serveixin com a controls
positius de DNA. Aquestes sondes també han estat sintetitzades per la casa
comercial GensetOligos i es mostren també a la taula 3.7. Per a utilitzar-les
com a controls, s’han preparat aliquotes de 50 pl, a una concentracio de 50
pmol/ul, diluint les sondes concentrades en aigua ultrapura. Tant les sondes

concentrades com les diluides s’han guardat congelades a —20°C.

3.7.1.2. Marcatge de les sondes

Les sondes s’han marcat en el seu extrem & utilitzant el “5’-end
labelling kit RPN 1509” i el radionuclid Redivue [y-33P]-ATP, >2500 Ci/mmol,
d’Amersham Pharmacia Biotech. Les reaccions s’han dut a terme segons el
protocol descrit pel fabricant (“Marcatge de DNA sintétic’), amb algunes

petites modificacions:

1. Afegir, en el seguent ordre:

sonda (DNA sintétic 5’-OH) (10 pmols d’extrems 5’) 3ul
tampé de fosforilacié 10X 1l
[y->*P]-ATP (10 mCi/ml) 5 ul
T4 PNK (PolyNucleotide Kinase) (10 unitats/pul) 1

2. Incubar a 37°C durant 30 minuts.

3. Inactivar I'enzim escalfant a 70°C durant 10 minuts.

4. Afegir 10 ul d’acetat d’amoni 7M.

5. Afegir 50 ul (2,5 volums) d’etanol fred i deixar a —80°C durant 30 minuts.
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6. Centrifugar durant 10 minuts a 12000 rpm i eliminar el sobrenedant.
7. Rentar dues vegades amb 1 ml d’etanol al 70% fred.

8. Deixar assecar el sediment i resuspendre en 10 ul d’aigua ultrapura.

Les sondes marcades s’han purificat utilitzant les “ProbeQuant™ G-50
Micro Columns” d’Amersham Pharmacia Biotech, per tal d’eliminar I'excés de

fosfor no incorporat, seguint el protocol descrit per la casa comercial:

Preparacio de la mostra:

1. Es duu a terme la reacci6 de marcatge segons el protocol descrit

anteriorment.
2. Com el volum de la reaccié de marcatge és inferior a 50 pl, ajustar-lo a

aquest volum, afegint 40 ul de “STE buffer”.

Preparacio de les “ProbeQuant G-50 Micro Columns”:

1. Resuspendre la resina que hi ha dins la columna amb el vortex.
2. Girar el tap un quart de volta i trencar la part inferior de la columna.
3. Posar la columna sobre un tub eppendorf com a suport.

4. Pre-centrifugar la columna durant un minut a 735 g.

*Condicions de centrifugacio: Abans d’utilitzar una “ProbeQuant G-50 Micro
Column” és important calcular la velocitat a la que la columna haura de ser
centrifugada. Per a una forgca de 735 g, la velocitat adequada es pot calcular
aplicant la seguent férmula:

rpm = (1000) (657/r)""2
on r = radi en mm del rotor de la centrifuga i rpm = revolucions per minut. Per
exemple, amb un rotor de radi 73 mm, la velocitat adequada seria de 3000

rpm.
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Aplicacio de la mostra:

1. Posar la columna en un nou tub eppendorf i, amb molt de compte, aplicar
els 50 ul de mostra en el centre de la part superior de la resina.

2. Centrifugar la columna a 735 g durant 2 minuts. La mostra purificada
quedara en el fons del tub eppendorf utilitzat com a suport.

3. Recuperar la mostra (sonda marcada) i transferir-la a un nou tub
eppendorf.

4. Congelar les sondes marcades i purificades a —20°C fins a la seva

utilitzacio.

3.7.1.3. Preparacio6 de les soques

Per a sembrar les coldnies que després es transferiran als filtres,
s’han utilitzat tant cultius de nit de les soques en 5 ml de medi LB, incubats a
37°C i en agitacio, com els cultius de les soques congelats en plaques
microtitter. S’han fet servir els mateixos protocols tant per a I'estudi de les
soques d’E. coli com per al de les de S. typhimurium. En totes les plaques
s’han sembrat, a més a més, colonies de soques conegudes com a controls

positius i negatius d’hibridacio.

S’han agafat 4 ul del cultiu de cada soca amb una micropipeta i s’ha
sembrat sobre plaques de NB Agarosa, tan sols tocant I'agar amb I'extrem
de la punta. Cada soca s’ha col-locat en una posicié determinada i s’han
marcat adequadament les plaques per tal de conéixer la posicidé exacta de
cada soca. Les plaques, que normalment s’han preparat per duplicat, s’han

incubat a 37°C tota la nit.
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3.7.1.4. Transferéncia de les colonies als filtres

Un cop han crescut les colonies, s’ha seguit el seglent protocol de

transferéncia:

1. Refredar les plaques a 4°C durant 30 minuts.

2. Posar un filtre de paper Whatman 541 (“FILTER PAPERS 541", Whatman,
90 mm ) a sobre de cada placa, en una posicié que sigui reconeixible.
Préviament, retallar una mica els filtres i marcar-los de forma asimetrica per
a poder orientar-los. El filtre quedara enganxat a la placa.

3. Pressionar amb un cilindre de fusta folrat de vellut, per tal que les colonies
s’adhereixin al filtre. Per aconseguir una millor adheréncia, passar una nansa
de Digralski per sobre el filtre, des del centre cap els costats.

4. Agafar el filtre amb unes pinces Millipore perfectament netes i deixar-lo
amb les colonies cap amunt sobre un paper 3MM (“Gel Blotting Paper”, GB
002, Schleicher & Schuell) per a que s’assequi.

5. Col‘locar el filtre en una placa de Petri de plastic on préviament s’hi haura
collocat un cercle de paper 3MM saturat amb 5 ml de solucié de
desnaturalitzacié durant 5 minuts.

6. Col-locar la placa destapada en un forn microones de 750 W a un ter¢ de
la poténcia i durant 30 segons, amb I'objectiu de llisar les cél-lules.

7. Treure el filtre i assecar-lo breument sobre paper 3MM.

8. Col'locar el filtre en una placa de Petri de plastic on préviament s’hi haura
col-locat un cercle de paper 3MM saturat amb 5 ml de solucié de
neutralitzacié durant 5 minuts.

9. Treure el filtre i assecar-lo sobre paper 3MM.

10. Col-locar 0,5 ul de “sonda complementaria” (50 pmol/ul), en un punt
concret del filtre, com a control positiu de DNA.

11. Fixar el filtre en el UV Stratalinker® 2400 (Stratagene).

12. Col-locar el filtre dins d’'una bossa d’hibridacié i segellar tots els costats.

Els filtres es poden guardar d’aquesta manera fins el moment de I'hibridacié.
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3.7.1.5. Determinacié de la T,, de les sondes i de la temperatura
d’hibridacié

Per a determinar la temperatura de fusié (T,) de cada sonda s’ha

utilitzat la seguent formula:

Tm=81,5+ 16,5 x log[Na*] + 0,41 x (%GC) — 675/1 - 0,65 x (%formamida) - (Y%omismatch)

(on | = longitud de l'oligonucleotid, en pb).

S’ha utilitzat aquesta T, calculada per a determinar la temperatura
d’hibridacié per a cada sonda. En la majoria dels casos, s’ha treballat a una
temperatura d’hibridacié uns 10°C per sobre la T,. Abans de comencgar a
hibridar tota la col-leccié de soques, pero, s’han hibridat filtres amb soques
conegudes com a controls. Aixd0 ha permés poder posar a punt totes les
condicions i trobar la millor temperatura d’hibridacié per a cada sonda. En
alguns casos s’ha tingut que disminuir la temperatura d’hibridacié calculada
en un principi, uns 10°C per sobre la T, fins a obtenir els millors resultats,
és a dir, trobar aquella temperatura d’hibridaci6 que donés una bona

hibridacié tant amb els controls positius com negatius.

3.7.1.6. Hibridacié

S’ha de tenir en compte que les sondes s’han marcat radioactivament,
per tant s’ha de treballar sobre paper, amb proteccié adequada i s’ha de tenir
tot el material que s'utilitzara perfectament marcat i separat. Tots els residus
que entrin en contacte amb la sonda s’hauran de separar i tractar com
residus radioactius. Un cop s’hagi acabat, s’haura de netejar tot molt bé amb

sabo segrestador de radioactivitat.

El protocol d’hibridacié que s’ha posat a punt i s’ha utilitzat per

estudiar la preséncia de mutacions que confereixen resisténcia a quinolones
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en tota la collecci6 de soques d’E. coli i S. typhimurium es detalla a

continuacio:

1. Introduir 5 ml de solucié de prehibridacié preescalfada en la bossa
d’hibridacio, la qual conté el filtre, i a la que se li ha tallat un extrem. Eliminar
les bombolles i segellar I'extrem obert.

2. Prehibridar durant 30 minuts a la temperatura d’hibridacié determinada per
a cada sonda, en un forn d’hibridacio i amb rotacio lenta.

3. Eliminar la solucié de prehibridacio, abocant el contingut de la bossa.

4. Afegir 5 ml de solucié d’hibridacioé (solucié de prehibridacié + 1 ul/ml de
sonda marcada), que s’haura escalfat a 65°C durant 5 minuts per tal de
desnaturalitzar la sonda.

5. Eliminar les bombolles i segellar I'extrem obert.

6. Hibridar durant 2 hores a la temperatura d’hibridacié determinada per a
cada sonda, en un forn d’hibridacio i amb rotacio lenta.

7. Recuperar la solucié d’hibridacido de la bossa per poder-la reaprofitar.
Aquesta solucio es pot seguir utilitzant fins a que la sonda marcada ja no

doni senyal.

3.7.1.7. Rentats

Els filtres, un cop hibridats, s’han rentat per tal d’eliminar les restes de
sonda. El protocol de rentat es detalla a continuacio:

1. Treure el filtre de la bossa i posar-lo dins un tub per a forn d’hibridacio
(“roller’) de manera que la part que toqui les parets del tub sigui la part de
darrera del filtre.

2. Afegir uns 50 ml de 3XSSC i posar el “roller” en el forn d’hibridacié durant
30 minuts, a la mateixa temperatura a la que s’ha fet I'hibridacié i amb
rotacio rapida.

3. Eliminar el 3XSSC, afegir-n’hi de nou uns 50 ml i tornar-ho a posar en el

forn durant 30 minuts més.
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4. Eliminar el 3XSSC.
5. Treure el filtre del “roller” i deixar-lo assecar damunt de paper de filtre.

3.7.1.8. Exposicid i revelat

Un cop els filtres han estat ben secs s’han col-locat, amb la cara on hi
havia les coldnies cap amunt, en una Hypercassette (Amersham Pharmacia
Biotech) amb pantalles intensificadores Hyperscreen (Amersham Pharmacia
Biotech) i s’hi ha col-locat a sobre una pel-licula fotografica Biomax MR de
Kodak, tenint en compte que la cara on hi ha 'emulsié6 quedés en contacte
amb els filtres. S’ha tancat bé i s’ha guardat la Hypercassette dins una bossa
negra. Tot aquest procediment s’ha fet a les fosques, en una cambra
obscura il-luminada amb Illum vermella, per tal d’evitar que es velés la
pel-licula. Els filtres s’han exposat d’aquesta manera durant unes 72 hores (0

més, segons |'estat del **P) a —80°C.

Passat el temps d’exposicid, s’ha tret la Hypercassette del congelador
i s’ha deixat atemperar durant uns 15 minuts. Les pel-licules s’han revelat

també a les fosques. El protocol de revelat es detalla a continuacid:

1. Treure la pel-licula de la Hypercassette i submergir-la en una cubeta de
plastic amb revelador (“Neutol Liquid NE”, B & W Paper Developer, AGFA).
S’ha treballat amb una diluci6 1/5 del revelador: 400 ml de revelador
concentrat en 1600 ml d’aigua destil-lada, que s’ha guardat protegit de la
llum en una ampolla de vidre de 2 litres de capacitat.

2. Agafar la pel-licula d’un extrem i anar-la movent dins el revelador fins a
veure apareixer el senyal dels filtres. Quan es decideix que ja hi ha prou
senyal, treure la pel-licula del revelador.

3. Submergir la pel-licula en una cubeta de plastic amb acid acétic al 3% i
anar-la movent durant uns 2-3 minuts.

4. A continuacio, submergir la pel-licula en una cubeta de plastic amb
fixador (“Agefix”, B & W Fixer, AGFA). S’ha treballat amb una dilucié 1/5 del

fixador: 400 ml de fixador concentrat en 1600 ml d’aigua destil-lada, que s’ha
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guardat protegit de la llum en una ampolla de vidre de 2 litres de capacitat, i
anar-la movent durant uns 2-3 minuts.

5. Introduir la pel-licula dins una cubeta de plastic amb aigua destil-lada.

6. Deixar assecar la pel-licula, penjant-la amb unes pinces, a temperatura

ambient.

3.7.2.9. Lectura dels resultats

Quan les plaques s’han assecat bé, s’han posat damunt un full de
paper blanc per a poder “llegir’ els resultats. S’ha tingut amb compte la
hibridacié amb els controls, tant positius com negatius, per decidir si una

soca en concret ha hibridat o no amb una sonda determinada.

3.7.2. PCR a temps real per a la deteccié fluorimétrica de les mutacions

La PCR a temps real (o “real-time PCR”) permet detectar la formacié
dels productes de PCR al mateix temps que té lloc la reaccié d’amplificacié.
La deteccié d’aquests productes es fa a través de la utilitzacié de diferents
reactius fluorescents que s’uneixen de manera especifica o no especifica al
DNA, de manera que mesurant aquest senyal fluorescent es pot monitoritzar
la PCR. Si s'utilitzen sondes de DNA marcades, el senyal de PCR correspon
especificament a I'amplificaci6 de la diana. Es poden dissenyar, també,
diferents sondes que ens permetin discriminar entre les variants salvatges i
mutants d’'un mateix gen. La PCR a temps real, doncs, permet obtenir dades

genetiques al mateix temps que té lloc I'amplificacié del DNA.

S’ha utilitzat aquest métode, emprant un equip LightCycler de Roche
Diagnostics, per a detectar les diferents mutacions que poden tenir lloc en la
regio QRDR del gen gyrA de les soques de S. typhimurium estudiades.
L’amplificaci6 de la regi® de DNA a analitzar s’aconsegueix usant els

“primers” GyrA S i GyrA R, i la deteccié de les mutacions gracies a dues
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sondes FRET (“Fluorescence Resonance Energy Transfer) (Figura 3.1).
Com es presenta en aquesta figura, les sondes FRET es dissenyen de tal
manera que hibriden de forma adjacent en les seves regions
complementaries. L’extrem 3’ d’'una de les sondes, anomenada “Anchor”,
esta marcat amb fluoresceina i I'extrem 5 de I'altra sonda, o sonda “Sensor”,
esta marcat amb el fluorofor Red-640. La sonda “Sensor” és la que hibrida
amb la regio on es localitzen les mutacions que es pretenen detectar i, a més
a meés, presenta el seu extrem 3’ fosforil-lat, per evitar 'amplificacié a partir
d’aquesta sonda. Quan el sistema activa la fluoresceina, provoca l'activacio
del fluorofor adjacent, que emet fluorescéncia a una determinada longitud
d'ona; en aquest cas, a 640 nm. L'emissio d’'un senyal a 640 nm té lloc

només si la sonda esta unida a la seva diana especifica.

La determinacio es realitza en el mateix tub de PCR on s’hi afegeixen
els “primers” (GyrA S i GyrA R) i les dues sondes FRET (GyrA Anchor i
Sensor). Al finalitzar 'amplificacid, es realitza un pas de fusié o “melting” per
coneixer la Ty, del producte amplificat hibridat amb les sondes FRET. Si no hi
ha cap desaparellament, la T, esperada sera més alta que la que s’obtindria
si ’'homologia no fos total, ja que tan sols un desaparellament provocaria una
major inestabilitat de I'hibrid, amb la qual cosa la sonda “Sensor” es
separaria de la seva diana, i per tant deixaria d’emetre fluorescéncia, a una
temperatura més baixa que quan l'aparellament fos perfecte. Per tant,
s’obtindran diferents valors de T, en funci6 de la total o parcial

complementarietat de la sonda “Sensor” amb la regio de DNA amplificada.

Tant els “primers” com les sondes FRET utilitzades en aquest treball
han sigut dissenyats per Olfert Landt i sintetitzats per TIB MOLBIOL (DNA
Synthesis Service; Roche Diagnostics, Berlin, Germany), detallant-se les
seves sequéncies a la taula 3.8. La sonda “Sensor” conté la sequéncia
salvatge de la regi6 on estan els codons 83 i 87 del gen gyrA de S.

typhimurium.
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ccgagatggcctgaagccggtacaccgtcecgegtactttacgeccatgaacgtattggg

gyrA Anchor
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caatgactggaacaaagcctataaaaaatctgccecgtgtecgttggtgacgtaatcecgg

Fluorescein ed-640
Sensor
| | >®
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taaataccatccccacggcgattcegcagtgtatgacaccatecgttegtatggecgeca

gyrA R
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gccattctcgctgegttacatgctggtggatggtcagggtaacttecggttctattga
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cggcgactccgcggcggcaatgcgttatacggagatccgtctggcgaaaatcgecca
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cgaactgatggccgatctcgaaaaagagacggtggatttcgtggataactatgacgg
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tacggaaaaaattccggacgtcatgccgaccaaaattccgaatctgetggtgaac

. 3.1. Regi6é N-terminal del gen gyrA de S. typhimurium.
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Taula 3.8. “Primers” i sondes utilitzades en el métode de PCR a temps real

per a detectar mutacions en el gen gyrA de S. typhimurium.

[Nom de la sondal| Seqiiéncia | Posicio | T.° |
GyrA S? 5-GAACGTATTGGGCAATGACT-3’ +156° = 53,8°C
GyrA R® 5-CAGCATGTAACGCAGCGA-3’ +306° = 56,9°C
GyrA Anchor® 5-GGTGACGTAATCGGTAAATACCATCCCCAC-3'  +211¢  67,5°C
Sensor® 5-CGATTCCGCAGTGTATGACACCA-3’ +243° | 62,3°C

® “Primers” utilitzats per amplificar un fragment de 151 pb del gen gyrA de S. typhimurium

® Sonda “Anchor”, marcada amb fluoresceina en el seu extrem 3’

¢ Sonda “Sensor”, marcada amb el fluorofor Red-640 en el seu extrem 5’ i fosforil-lada en el
seu extrem 3’ (en negreta s’indiquen els codons codificants per les posicions 83 i 87 del gen
gyrA de S. typhimurium, en aquest cas corresponents al gen salvatge)

¢ Posicié de I'extrem 5 de I'oligonucledtid respecte la punt d’inici de la traduccié del gen
gyrA de S. typhimurium.

® Les T,’s de les sondes “Anchor” i “Sensor” interessa que siguin bastant diferents entre
elles per a que es pugui apreciar la diferéncia entre les soques salvatges i les soques

mutants.

Les reaccions s’han dut a terme en tubs capil-lars en un “LightCycler
instrument” de Roche Diagnostics, utilitzant el kit “LightCycler FastStart DNA
Master Hybridization Probes” (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany) i
seguint les instruccions facilitades per la casa comercial. S’han fet, pero,
algunes modificacions per tal d’adaptar el protocol a les necessitats de

I'estudi en concret.
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Barreja de reaccio:
Volum final: 10 ul — 8 pl de MIX + 2 ul de DNA cromosomic (20 ng)

Concentracio final

MIX: aigua ultrapura 2,6l
MgCl; 1,6 ul 5mM
“primer up” (gyrA S) 0,5l 0,05 uM
“primer low” (gyrA R) 1l 1 uM
gyrA Anchor 0,65 ul 0,2 uM
Sensor 0,65 nl 0,2 uM
barreja “Master” 1l

Es tracta d’'una PCR assimétrica, en la que s’ha afegit molta més
quantitat del “primer low” que del “primer up”, per tal d’afavorir 'amplificacio a

partir del “primer low” i, per tant, la unié de les sondes a les seves dianes.

Condicions de reaccio:

A la taula 3.9 s’indiquen les condicions utilitzades en els experiments.
El primer pas de desnaturalitzacié serveix per activar I'enzim FastStart. La
PCR consisteix en 45 cicles amb els seglents pasos: 95°C durant 10
segons, 57°C durant 10 segons i 72°C durant 7 segons (la temperatura de la
fase d’anellament, 57°C, s’ha triat de 3 graus per sobre de la T, més baixa
dels dos “primers"). Seguidament té lloc un pas de “melting” en el que la
temperatura s’augmenta rapidament fins a 95°C i immediatament es
disminueix fins a 52°C, on es manté durant 15 segons. Passat aquest temps,
la temperatura es torna a augmentar fins a 95°C, perd ara molt lentament
(0,1°C/segon). En aquest ultim pas és en el que té lloc la mesura continua
de la fluorescéncia, per a determinar la T, de la sonda Sensor. Finalment, té

lloc un pas de “refredament” després del qual ja es pot obrir I'aparell.
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Taula 3.9. Condicions utilitzades per a detectar mutacions en el gen gyrA de

S. typhimurium per PCR a temps real.

Program: Desnaturalitzacio Cycles 1
Segment Temperature Hold Time Slope
Number Target (°C) (sec) (C°/sec)
1 95 600 20
Program: Amplificacio Cycles 45
Segment Temperature Hold Time Slope
Number Target (°C) (sec) (C°/sec)
1 95 10 20
2 57 10 20
3 72 7 20
Program: Melting Cycles 1
Segment Temperature Hold Time Slope
Number Target (°C) (sec) (C°/sec)
1 95 0 20
2 52 15 20
3 95 0 0,1
Program: Cooling Cycles 1
Segment Temperature Hold Time Slope
Number Target (°C) (sec) (C°/sec)
1 40 30 20
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3.8. BASES DE DADES

Per tal de poder accedir facilment a tota la informacié recopilada
sobre cadascuna de les soques estudiades, s’ha utilitzat el programa
“Microsoft Access” per a crear una base de dades d’E. coli i una altra de S.

typhimurium.

En elles s’ha inclos tant la informacié proporcionada pel laboratori de
Sanitat Animal i per I'Hospital de la Santa Creu i Sant Pau referent al nom,
procedéncia, origen i data d’aillament de cada soca, aixi com totes les dades
presentades en aquesta memoria de CMlg, sequenciacio i hibridacié. En la
base de dades de S. typhimurium s’hi han afegit també les dades de T,

obtingudes amb el LightCycler.

A més d’accedir facilment a tota aquesta informacio, aquest programa
permet fer consultes especifiques combinant diferents parametres, aixi es
poden coneixer rapidament totes les soques que presenten unes
determinades caracteristiques. Aquestes bases de dades es presenten en el

CD adjunt a aquesta memoria.
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4. RESULTATS

Seguidament es presenten els resultats obtinguts sobre les diferents
caracteristiques que s’han estudiat tant de les soques d’E. coli com de les de
S. typhimurium. Cal indicar que aquests estudis, dins cada grup de soques,
s’han realitzat de forma independent, amb [I'objectiu d’analitzar amb

posterioritat si es podia establir alguna relacio entre els resultats obtinguts.

Donat que els objectius proposats en aquest treball han sigut diferents
per a E. coli i S. typhimurium, aquest capitol s’ha subdividit en dues parts.
Aixi, a la part A es mostren els resultats obtinguts amb E. colii a la part B es

detallen els de S. typhimurium.

PART A. Escherichia coli

4.1. CINETIQUES BIOQUIMIQUES

S’ha estudiat tot el conjunt de soques d’E. coli, tant les d’origen animal
com les aillades d’humans (Taules 3.1 i 3.2), mitjangant la técnica de
Cinetiques Bioquimiques (CB). Amb l'objectiu de conéixer el grau amb el que
estan relacionades, s’ha utilitzat el sistema automatic Vitek i s’han construit
els dendogrames de similituds relatives (SR) en funci6 de les CB obtingudes,
emprant per a tal fi un programa informatic (Badiola, 2000). S’ha establert el
punt de tall en el 95%, per ser d’aquesta manera com s’han obtingut els
millors resultats a I'hora d’agrupar soques d’E. coli d’origen animal, tenint en
compte la procedéncia de les mostres i el seu any d’aillament (l. Badiola,

comunicacié personal).

Per tal de visualitzar més clarament si hi ha alguna relacié entre els
parametres animal i any d’aillament i els grups de relacié que s’obtenen,
s’han obtingut, per a les soques d’origen animal, els dendogrames que es

mostren a les figures 4.1 i 4.2. En aquests dendogrames cada soca s’indica
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amb el seu codi, I'any d'aillament i I'animal del qual va ser aillada. Per
exemple, la soca d’origen animal denominada “AT_030_00 [Au]” és una soca
aillada d’au ([Au]) 'any 2000 (_00) i a la que es va assignar el codi AT_030.
Els dendogrames de les figures 4.1 i 4.2 difereixen en que en el primer un
mateix color en el nom de les soques indica que van ser aillades del mateix
tipus d’animal, mentre que en el segon indica que van ser aillades en el

mateix any.

A l'analitzar els dos dendogrames es pot observar que les soques d’E.
coli d’origen animal estan forga relacionades entre elles, tant des del punt de
vista del tipus d’animal del qual es van aillar (au, bovi, conill o porc), com des
del punt de vista de I'any d’aillament. En aquests dendogrames es pot veure
clarament que els grups de soques amb valors de SR superiors al 95% solen
ser de soques procedents del mateix tipus d’animal i aillades el mateix any.
Es a dir, les soques aillades d’aus, per exemple, es relacionen preferentment
amb altres aillades també d’aus i, en la majoria dels casos, aillades el mateix
any. Malgrat aquesta tendéncia, es poden observar també grups de soques
molt semblants entre elles que han sigut aillades en anys diferents i a partir

d’espécies animals diferents.

De la mateixa manera, a les figures 4.3 i 4.4 hi ha representats els
dendogrames obtinguts per a les soques d’E. coli d’origen huma. A ligual
que en el cas anterior, cada soca s’indica amb el seu codi, I'any d’aillament,
el tipus de mostra de la qual va ser aillada i si és de procedéncia intra o
extrahospitalaria. D’algunes soques, pero, es desconeix aquesta dada i aixo
s’ha indicat com a N.D. (procedéncia no determinada). En el dendograma de
la figura 4.3 el fet que les soques s’assenyalin amb el mateix color indica que
la seva procedéncia és la mateixa, mentre que en el dendograma de la figura

4.4 indica que el que tenen en comu és I'any d’aillament.

En aquests dos dendogrames es pot observar que les soques d’origen
huma estan, en general, menys relacionades entre elles que les soques
d’origen animal, ja que la majoria de soques tenen valors de SR inferiors al
95%.
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Figura 4.1. Dendograma de similituds relatives i tipus d’animal

d’E. coli aillades d’animal.
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Figura 4.2. Dendograma de similituds relatives i any d’aillament per a les
soques d’E. coli aillades d’animal.
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EC_41& 99 [OrinarlExtrahosp.]
EC_4&7_00 [OrinarExtrahosp.]
EC_414_ 99 [Sangfntrahosp.]
EC_416_ 39 [OrinalExtrahasp.]
EC_405_35 [Orina™.D.]
EC_415 99 [Exudat dlcera cutinealExtrahosp.]
EC_415& 95 [Orina™.D.]
EC_453 00 [OrinafExtrahosp.]
EC_454_00 [OrinafTntrahosp.]
EC_446_00 [OrinadExtrahosp.]
EC_45E_00 [OrinafIntrahosp.]
EC_4&E_00 [OrinardExtrahosp.]
EC_4ZZ_99 [OrinadExtrahosp.]
——— EC_ 435 00 [Cat&ten'Intr:ﬂmm.]
EC_444_00 [SanglExtrahosp.]
_: EC_455_00 [Orinal Extrahosp.]
——— EC_411_%95 [EspatM 1]
EC_474_00 [Sangfntrahesp.]
EC_477_00 [SangfExtrahasp.]
EC_417_29 [OrinaTntrahosp.]
EC_449_00 [OrinaIntrahosp.]
EC_420_99 [EilizIntrahosp.]
EC_4Z& 00 [OrinadExtrahasp.]
EC_397_95 [Orina/M.I.]
EC_4Z5_00 [QrinatExtrahosp.]
—— EC_4&4_99 [OrinalExtrahosp.]
: EC_43E&_00 [ExudatIntrahosp.]
EC_450_00 [OrinadExtrahasp.]
EC_409_ 95 [OrinaM.I.]
EC_39&_95 [OrinaM.D.]
EC_430_00 [OrinadExtrahosp.]
_: EC_4:39_00 [OrinardExtrahosp.]
EC_435 00 [OrinafExtrahosp.]
EC_490_00 [SangfExtrahasp.]
EC_401_ 94 [Orina™.D.]
EC_400_34 [Orina™.D.]
EC_395 94 [OrinaM.D.]
EC_405_9& [Orina.1.]
EC_440_00 [OrinadExtrahasp.]
—— EC_447_00 [DrinadExtrahosp.]
: EC_435_00 [OrinadExtrahosp.]
EC_456_00 [Qrina'Extrahosp.]
EC_455_00 [OrinnIntrahasp.]
EC_4:35_00 [OrinafExtrahasp.]
EC_431_ 00 [OrinaIntrahosp.]
EC_d441 00 [OrinadExtrahosp.]

W:v:'?'jh

LT, A

Figura 4.3. Dendograma de similituds relatives i procedéncia de les mostres
per a les soques d’E. coli aillades d’humans.
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75 a0 &5 an a5 100 SR
s b er be e b
EC_445 00 [Sang!Extrahosp.]
EC_A5Y_00 [OrinadExtrahosp.]
EC_426_00 [OrinadExtrahosp.]
EC_4&1_00 [OrinaExtrahosp.]
EC_464_00 [DrinaIntrahosp.]
—— EC_4249_00 [Orinal Extrahosp.]
———— EC_J47Z_00[QrinaIrtrahosp.]
EC_470_00 [Esputi/Extrahosp.]
— _: EC_4&Z_00 [OrinaTrtrahosy.]
EC_4&7_00 [OrinalExtrahosp.]
—— EC_475_00 [OrinadExtrahosp.]
EC_459_00 [Qrina' Ectrahosp.]
EC_4491 00 [OrinalExtrahosp.]
EC_451_00 [QrinadExtrahosp.]
EC_476_00 [DrinaIntrahosp.]
EC_471 00 [OrinalExtrahosp.]
EC_AT5_00 [Sang!Extrahosp.]
EC_437_00 [Orinad Extrahosp.]
EC_445 00 [OrinaM.I.]
EC_450_00 [OrinaIntrahosp.]
EC_475 00 [OrinaIntrahosp.]
EC_454_00 [Orina™.1.]
EC_427_00 [OrinalExtrahosp.]
EC_456_00 [QrinalExtrahosp.]
EC_4&1_ 99 [Lig. dillisi peritencalntrahosp.[Exodat]]
EC_4&1 00 [OrinadExtrahosp.]
EC_Z599_94 [OrinaM.1.]
EC_407_95 [OrinaM.1.]
EC_413% 99 [QrinaTrtrahosp.]
EC_4734_00 [Cat&crfrrtrahom.]
EC_4&5_ 00 [OrinalExtrahosp.]
EC_406_95 [SangM.I.]
EC_469_00 [OrinaIrtrahasp.]
EC_455_00 [OrinalExtrahosp.]
EC_453 00 [Drina™.1.]
EC_4Z35_99 [Qrina Extrahosp.]
EC_455_00 [OrinaIntrahosp.]
EC_459_00 [Orinadrtrahasp.]
EC_44Z_00 [Sang!Bxtrahosp.]
EC_463_00 [DrinaIntrahosp.]
EC_410 95 [Qrina/M.1.]
EC_418 99 [OrinadExtrahosp.]
EC_457_00 [OrinadExtrahosp.]
EC_414_99 [SangIntrahosp.]
EC_416_99 [OrinalExtrahosp.]
EC_405 95 [QrinaM.0.]
EC_415 99 [Exudat dlcera cutinealExtrahosp.]
EC_41Z 95 [OrinaM.1.]
EC_455_00 [OrinadBxtrahosp.]
EC_454_00 [OrinaIntrahosp.]
EC_446_00 [Orinal Extrahosp.]
EC_45&_00 [OrinaIntrahosp.]
EC_45Z_00 [OrinadExtrahosp.]
EC_4ZZ_99 [QrinalBctrahosp.]
EC_4%5_00 [Cat&crﬂrrtraho@.]
EC_444_00 [Sang!Extrahosp.]
EC_455 00 [QrinalExtrahosp.]
— EC_d411_ 958 [Esput/T.I.]
EC_A74_00 [BangIntrahosp.]
EC_477_00 [Sang!Extrahosp.]
EC_417_99 [OrinaIrtrahosp.]
EC_449 00 [QrinaTIrtrahosp.]
EC_4Z0_94 [EilizIntrahosp.]
EC_425 00 [OrinadExtrahosp.]

W:v:?'ﬁh
TR

|

EC_4Z5_00 [Orina'Extrahosp.]
EC_4&4_ 99 [QrinalExtrahosp.]
EC_43% 00 [ExudatIntrahosp.]
EC_450_00 [Orinad Extrahosp.]
EC_409_ 95 [Drina™.1.]

|

-1

EC_430_00 [Qrinal Extrahosp.]
EC_439_00 [OrinalExtrahosp.]
’_: EC_A435_ 00 [OrinadBxtrahosp.]
EC_440_00 [Sang!Extrahosp.]
EC_400_94 [Drina™.1.]
F—— EC_401_94 [DrinaM.0.]
EC_Z598_94 [QrinaM.1.]
EC_405 95 [Orina/M.I.]
EC_440_00 [OrinalExtrahosp.]
EC_447_00 [Qrina' Extrahosp.]
: EC_433 00 [QrinalExtrahesp.]
EC_456_00 [Qrinal Extrahosp.]
EC_468_00 [DrinaIntrahosp.]
EC_435 00 [OrinadExtrahasp.]
EC_47%1 00 [OrinaTrtrahosy.]
EC_441_00 [OrinalExtrahosp.]

Figura 4.4. Dendograma de similituds relatives i any d’aillament per a les
soques d’E. coli aillades d’humans.
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Donat que les soques d’E. coli d’'origen huma estudiades procedeixen
basicament de mostres d’orina de I'any 2000 (un 59,09% de les soques), no
es pot observar la clara diferenciacié segons el tipus de mostra i I'any
d’aillament comentada per a les d’origen animal. De totes maneres, quan
s’analitzen les soques segons I'any d’aillament, s’aprecia que la majoria de
soques aillades en anys anteriors al 2000 no s’agrupen entre elles sind que
es troben incloses en grups amb soques aillades en altres anys. El mateix
s’aprecia si es mira, en qualsevol dels dos dendogrames, el tipus de mostra
del que van ser aillades aquestes soques. Els pocs aillats de mostres
diferents a I'orina no s’agrupen entre ells, formant grups separats, siné que
queden relacionats basicament amb aillats de mostres d’orina. No s’observa
tampoc una clara influéncia del fet que la mostra sigui de procedéncia intra o
extrahospitalaria, és a dir, les soques de procedencia intrahospitalaria, per
exemple, no s’agrupen totes entre elles formant grups separats siné que es
relacionen tant amb altres soques de procedéncia intrahospitalaria com amb

soques de procedéncia extrahospitalaria.

4.2. SUSCEPTIBILITAT A QUINOLONES

Amb l'objectiu de conéixer la susceptibilitat a quinolones de les
soques d’E. coli, s’han realitzat antibiogrames mitjangant el métode de
difusi6 amb discs impregnats d’antibidtics. S’han assajat quatre
antimicrobians d’aquesta familia: acid nalidixic, norfloxacina, enrofloxacina i
ciprofloxacina. A les taules 4.1 i 4.2 es mostren les concentracions minimes
inhibitories (CMls), en ug/ml, obtingudes per a totes les soques d’E. coli
d’origen animal i huma, respectivament. Per a les soques d’origen animal
(Taula 4.1) es mostren les dades obtingudes amb als quatre compostos,
mentre que per a les dhumans (Taula 4.2) s’indiguen només les
corresponents a les tres fluoroquinolones, ja que totes son resistents a I'acid
nalidixic, presentant uns valors de CMI superiors a 342,64 ug/ml, exceptuant

la soca EC-435 per la que aquest valor és tan sols de 131,48 ug/ml. En
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aquestes taules s’han destacat, en negreta, aquells valors de CMI que

indiquen resisténcia a una quinolona en concret.

144

Taula 4.1. Concentracié Minima Inhibitoria de les diferents

quinolones per a les soques d’E. coli aillades d’animals.

CMI (na/m)

S NAL NOR ENR CIP
C-53 > 342,64 1,35 1,16 0,80
C-65 > 342,64 0,51 0,29 0,42
C-66 > 342,64 0,20 0,29 0,40
C-67 > 342,64 > 57,35 > 38,67 16,71
C-69 > 342,64 > 57,35 > 38,67 12,02
C-70 > 342,64 > 57,35 > 38,67 14,02
c-71 > 342,64 > 57,35 > 38,67 17,79

EC-32 3,73 0,27 0,05 0,06

EC-33 > 342,64 > 57,35 > 38,67 > 43,08

EC-34 > 342,64 1,35 1,16 0,80

EC-35 > 342,64 > 57,35 > 38,67 >43,08

EC-36 106,53 0,27 0,22 0,27

EC-37 12,97 0,20 0,39 0,07

EC-55 7,21 0,10 0,16 0,02

EC-56 2,43 0,04 0,04 0,02

EC-57 2,16 0,06 0,07 0,01

EC-58 139,91 0,27 0,04 0,07

EC-59 > 342,64 3,36 2,18 1,41

EC-60 27,88 0,14 0,09 0,19

EC-65 > 342,64 > 57,35 > 38,67 > 43,08

EC-66 > 342,64 > 57,35 > 38,67 7,05

EC-67 > 342,64 4,61 2,18 1,01

EC-68 > 342,64 > 57,35 > 38,67 19,36

EC-69 > 342,64 1,31 0,52 0,85

EC-70 > 342,64 > 57,35 > 38,67 >43,08

EC-71 > 342,64 > 57,35 > 38,67 > 43,08

EC-73 > 342,64 0,70 0,69 0,60

EC-76 > 342,64 0,51 0,29 1,11
EC-4 > 342,64 1,52 1,06 0,13
EC-6 > 342,64 2,33 0,76 0,29

EC-10 > 342,64 2,53 0,73 0,98

EC-12 > 342,64 1,31 0,29 0,39

EC-13 > 342,64 4,61 5,15 0,68

EC-14 > 342,64 >57,35 16,33 17,68

EC-16 177,23 0,27 0,52 0,20

EC-17 7,55 0,27 0,12 0,07

EC-20 > 342,64 6,31 1,23 1,27

EC-21 > 342,64 3,36 2,91 1,17

EC-22 > 342,64 > 57,35 515 16,50

EC-23 > 342,64 >57,35 9,19 7,56

EC-24 > 342,64 > 57,35 > 38,67 > 43,08

EC-25 > 342,64 8,66 1,63 1,25

EC-26 > 342,64 8,66 1,15 1,32

EC-27 > 342,64 8,66 2,18 0,87

EC-28 > 342,64 > 57,35 > 38,67 4,89

EC-29 > 342,64 16,26 515 1,97

EC-30 > 342,64 > 57,35 16,33 10,51
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Taula 4.1. continuacié

CMI (na/ml)
e NAL NOR ENR CIP
EC-31 > 342,64 4,61 1,63 1,88
EC-38 4,90 0,10 0,05 0,03
EC-39 69,38 0,94 0,13 0,06
EC-40 21,70 0,35 0,21 0,08
EC-41 3,77 0,09 0,03 0,02
EC-42 > 342,64 > 57,35 > 38,67 > 43,08
EC-43 > 342,64 > 57,35 > 38,67 14,47
EC-44 > 342,64 22,28 515 17,63
EC-46 > 342,64 > 57,35 > 38,67 > 43,08
EC-47 18,16 0,08 0,09 0,10
EC-48 2,32 0,10 0,09 0,03
EC-49 > 342,64 > 57,35 > 38,67 24,96
EC-50 > 342,64 0,51 0,52 0,72
EC-51 > 342,64 > 57,35 > 38,67 >43,08
EC-52 > 342,64 > 57,35 > 38,67 > 43,08
EC-53 > 342,64 > 57,35 > 38,67 > 43,08
EC-54 6,08 0,20 0,16 0,03
EC-61 > 342,64 0,70 0,69 0,35
EC-62 6,14 0,08 0,09 0,04
EC-63 180,45 0,51 0,92 0,17
EC-64 > 342,64 > 57,35 > 38,67 4,41
EC-78 > 342,64 0,70 0,92 0,61
EC-80 > 342,64 >57,35 3,88 3,95
EC-81 > 342,64 0,27 0,16 0,16
EC-85 > 342,64 0,95 0,39 0,43
EC-86 11,45 0,06 0,05 0,07
EC-88 > 342,64 0,51 0,22 0,40
EC-89 > 342,64 0,51 0,39 0,36
EC-90 > 342,64 6,31 1,63 1,54
EC-91 11,36 0,08 0,05 0,04
EC-92 > 342,64 0,70 0,39 0,78
EC-93 7,30 0,06 0,04 0,03
EC-94 > 342,64 > 57,35 > 38,67 > 43,08
EC-122 > 342,64 > 57,35 > 38,67 > 43,08
EC-123 > 342,64 1,37 0,72 0,50
EC-133 > 342,64 > 57,35 > 38,67 > 43,08
EC-134 > 342,64 0,70 0,92 0,21
EC-135 > 342,64 > 57,35 > 38,67 > 43,08
EC-181 > 342,64 16,00 3,99 3,35
EC-185 > 342,64 9,05 3,86 2,88
EC-186 > 342,64 26,50 15,68 10,81
EC-189 > 342,64 11,35 3,91 2,78
EC-372 > 342,64 7,07 1,29 2,80
EC-375 23,05 1,61 0,09 0,41
EM-010 38,50 1,20 0,50 0,31
EM-080 33,32 1,78 1,08 0,58
EM-344 19,32 1,76 1,02 0,50
EM-353 25,53 1,71 0,57 0,43
EM-365 30,82 0,57 0,60 0,27
A-002 > 342,64 3,65 0,50 0,69
A-008 6,60 0,17 0,04 0,03
A-017 > 342,64 > 57,35 > 38,67 > 43,08
A-022 6,72 0,19 0,10 0,03
A-033 5,69 0,11 > 38,67 0,05
A-065 6,15 0,16 0,02 0,03
EC-377 18,30 0,51 0,19 0,32
EC-378 6,53 0,20 0,04 0,06
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Taula 4.1. continuacio

CMI (na/ml)

) NAL NOR ENR CIP
EC-379 4,56 0,17 0,82 0,03
EC-380 10,30 0,25 0,98 0,05
EC-390 17,94 0,43 0,48 0,11
AT-015 20,73 0,35 0,52 0,34
AT-030 18,64 0,20 0,36 0,20
AT-087 22,19 0,42 0,58 0,35
AT-102 > 342,64 > 57,35 > 38,67 18,94
AT-117 > 342,64 0,13 1,14 0,30
AT-195 > 342,64 0,39 0,10 0,03
EC-381 > 342,64 3,90 1,99 2,10
EC-384 > 342,64 > 57,35 20,61 10,05
EC-385 > 342,64 > 57,35 > 38,67 16,35
EC-499 > 342,64 3,29 0,89 0,75
EC-501 > 342,64 2,79 0,45 0,70

NAL: Acid Nalidixic; NOR: Norfloxacina; ENR: Enrofloxacina; CIP: Ciprofloxacina

NAL S: <13,88 NAL I: >13,88-<37,80 NAL R: >37,80
NOR S: <6,31 NOR I: >6,31-<16,25 NOR R: 216,25
ENR S: <1,63 ENRI: >1,63-<5,16 ENR R: 25,16
CIP S: <1,36 CIP I: >1,36-<4,79 CIP R: 24,79

(S: sensible, I: intermig, R: resistent)

Taula 4.2. Concentracié Minima Inhibitoria de les diferents

fluoroquinolones per a les soques d’E. coli aillades d’humans.

CMI (na/ml)

20 NOR ENR CIP
EC-392 > 57,35 > 38,67 > 43,08
EC-397 > 57,35 > 38,67 >43,08
EC-398 16,21 > 38,67 7,53
EC-399 > 57,35 > 38,67 > 43,08
EC-400 > 57,35 > 38,67 4,24
EC-401 > 57,35 > 38,67 > 43,08
EC-405 > 57,35 > 38,67 > 43,08
EC-406 > 57,35 > 38,67 > 43,08
EC-407 > 57,35 > 38,67 >43,08
EC-408 > 57,35 > 38,67 > 43,08
EC-409 > 57,35 > 38,67 > 43,08
EC-410 > 57,35 > 38,67 11,29
EC-411 > 57,35 > 38,67 7,61
EC-412 > 57,35 > 38,67 > 43,08
EC-413 > 57,35 > 38,67 > 43,08
EC-414 > 57,35 > 38,67 >43,08
EC-415 > 57,35 > 38,67 > 43,08
EC-416 > 57,35 > 38,67 > 43,08
EC-417 > 57,35 > 38,67 > 43,08
EC-418 > 57,35 > 38,67 > 43,08
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Taula 4.2. continuacio

CMI (ua/ml)

L2 NOR ENR CIP
EC-420 > 57,35 > 38,67 > 43,08
EC-421 > 57,35 > 38,67 >43,08
EC-422 > 57,35 > 38,67 >43,08
EC-423 > 57,35 > 38,67 > 43,08
EC-424 > 57,35 > 38,67 > 43,08
EC-425 4,06 1,24 0,79
EC-426 0,73 0,75 0,28
EC-427 > 57,35 > 38,67 > 43,08
EC-428 > 57,35 > 38,67 > 43,08
EC-429 2,47 1,22 1,34
EC-430 1,09 1,82 0,87
EC-431 > 57,35 > 38,67 > 43,08
EC-432 >57,35 > 38,67 >43,08
EC-433 > 57,35 > 38,67 > 43,08
EC-434 > 57,35 > 38,67 8,51
EC-435 1,38 0,92 0,52
EC-436 7,65 3,36 3,92
EC-437 1,71 0,97 0,82
EC-438 5,28 2,85 2,16
EC-439 > 57,35 > 38,67 >43,08
EC-440 > 57,35 > 38,67 > 43,08
EC-441 > 57,35 > 38,67 > 43,08
EC-442 8,39 8,00 5,06
EC-444 > 57,35 > 38,67 25,44
EC-445 3,39 1,70 0,85
EC-446 5,36 6,18 1,36
EC-447 12,92 4,16 1,86
EC-448 2,82 1,22 0,86
EC-449 14,47 1,71 2,59
EC-450 0,85 2,48 0,85
EC-451 4,64 0,65 0,77
EC-452 14,93 413 3,79
EC-453 8,77 1,33 2,20
EC-454 >57,35 > 38,67 >43,08
EC-455 >57,35 > 38,67 18,36
EC-456 > 57,35 > 38,67 > 43,08
EC-457 3,49 2,35 1,04
EC-458 > 57,35 > 38,67 > 43,08
EC-459 > 57,35 > 38,67 17,57
EC-461 3,78 0,86 0,52
EC-462 4,77 2,00 1,73
EC-463 > 57,35 > 38,67 > 43,08
EC-464 > 57,35 > 38,67 > 43,08
EC-465 > 57,35 > 38,67 17,90
EC-467 2,58 3,94 1,70
EC-468 > 57,35 > 38,67 12,52
EC-469 1,76 0,92 0,44
EC-470 > 57,35 > 38,67 >43,08
EC-471 2,86 0,40 1,00
EC-472 2,74 2,84 0,81
EC-473 1,07 0,37 0,32
EC-474 2,38 0,64 0,56
EC-475 > 57,35 > 38,67 9,50
EC-476 3,05 1,02 0,43
EC-477 1,13 1,38 0,48
EC-478 3,38 2,23 0,87
EC-480 >57,35 > 38,67 >43,08
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Taula 4.2. continuacio

CMI (ua/mi)

HEE) NOR ENR CIP
EC-481 2,68 2,21 1,07
EC-482 > 57,35 > 38,67 > 43,08
EC-483 4,22 2,56 0,96
EC-484 2,86 1,16 1,08
EC-485 > 57,35 > 38,67 > 43,08
EC-486 > 57,35 > 38,67 > 43,08
EC-487 > 57,35 > 38,67 > 43,08
EC-488 > 57,35 > 38,67 > 43,08
EC-489 2,41 1,66 0,72
EC-490 > 57,35 > 38,67 > 43,08
EC-491 2,01 1,52 2,30

NOR: Norfloxacina; ENR: Enrofloxacina; CIP: Ciprofloxacina

NOR S: <6,31 NOR I: >6,31-<16,25 NOR R: 216,25
ENR S: <1,63 ENRI: >1,63-<5,16 ENR R: >5,16
CIP S: <1,36 CIP I: >1,36-<4,79 CIP R: 24,79

(S: sensible, I: intermig, R: resistent)

Els valors de CMI obtinguts s’han utilitzat per a classificar les soques
estudiades segons la seva susceptibilitat a les diferents quinolones, distingint
tres categories: R (resistent), | (intermig) i S (sensible). Com s’observa a la
taula 4.3, la major part de les soques d’origen animal (71,19%) sén resistents
a I'acid nalidixic, mentre que un 17,79% son sensibles i un 11,02% mostra
un nivell de susceptibilitat intermig. També s’observa que més d’un 60% sén
sensibles a alguna de les tres fluoroquinolones assajades i només al voltant

d’'un 30% son resistents a algun d’aquests antimicrobians.

Quan es comparen les soques d’E. coli Nal® d’origen animal i huma
(Taula 4.4) pel que fa a la seva susceptibilitat a les fluoroquinolones,
s’observa que més d'un 45% de les aillades d’animal son sensibles a algun
d’aquests compostos i al voltant d’'un 40% son resistents a algun d’aquests
antimicrobians. En canvi, amb les soques procedents d’humans s’observa
que nomeés entre un 20 i un 30% son sensibles a alguna de les tres

fluoroquinolones, mentre que al voltant d’'un 60% son resistents.
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Taula 4.3. Distribucio de les soques d’E. coli d’origen

animal segons la susceptibilitat a les quinolones.

Susceptibilitat
No. de soques %
(CMI, ug/mil)
o R 84 71,19
"X (>37,80)
S |
= 13 11,02
c (>13,88-<37,80)
©
.G S
< 21 17,79
(<13,88)
R
37 31,36
< (>16,25)
.g I
X 7 5,93
L) (>6,31-<16,25)
5 s
< 74 62,71
(<6,31)
R
m 34 28,81
c (25,16)
)
© |
3 13 11,02
= (>1,63-<5,16)
£ S
5 71 60,17
(<1,63)
R
© 34 28,81
c (>4,79)
o
S |
> 11 9,32
= (>1,36-<4,79)
2
2 S
(&) 73 61,86
(<1,36)

(R: resistent, I: intermig, S: sensible)
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Taula 4.4. Distribucid de les soques d’E. coli Nal® segons la

susceptibilitat a les fluoroquinolones.

ORIGEN ANIMAL ORIGEN HUMA
(Total: 84) (Total: 88)
Susceptibilitat
No. de soques % No. de soques %
(CMI, pg/ml)
R
37 44,05 52 59,09
e (>16,25)
.g I
X 7 8,33 7 7,95
9O | (>6,31-<16,25)
‘t
9 S
< 40 47,62 29 32,95
(<6,31)
R
© 33 39,28 55 62,50
c (>5,16)
'
S |
5 13 15,48 16 18,18
= (>1,63-<5,16)
2
S
5 38 45,24 17 19,32
(<1,63)
R
© 34 40,48 53 60,23
£ (=4,79)
(&)
) |
) 11 13,09 10 11,36
5 (>1,36-<4,79)
=3 S
(&) 39 46,43 25 28,41
(<1,36)

(R: resistent, I: intermig, S: sensible)

Per altra banda, és de destacar que els resultats de les taules 4.1 i 4.2
indiguen que, en la majoria dels casos, les soques resistents a una
fluoroquinolona ho sén també a les altres dues i que les soques d’origen
animal sensibles o amb valors de resisténcia intermitjos a I'acid nalidixic sén

basicament sensibles a les tres fluoroquinolones.
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Per tal de coneixer si hi ha diferéncies en la susceptibilitat a
quinolones segons la procedéncia de les mostres o segons I'any en el que
van ser aillades, s’han analitzat aquestes dades combinant, doncs, diferents
parametres. A la taula 4.5 es mostra la distribucié de les soques d’E. coli
d'origen animal segons el tipus d’animal del que s’aillaren i la seva
susceptibilitat a les quinolones. Es de destacar que els percentatges més
alts de soques resistents a I'acid nalidixic es troben entre les aillades de porc
i d’au; que, en general, entre les procedents de conill es troben els
percentatges més alts de soques sensibles a les fluoroquinolones; i que
d’entre les soques aillades de bovi no n’hi ha cap amb nivells de
susceptibilitat intermitjos a les fluoroquinolones. A la taula 4.6 es mostra la
distribucio de les resistents a I'acid nalidixic, també segons el tipus d’animal
del que van ser aillades i la seva susceptibilitat a les quinolones. En aquesta
distribucio es segueix observant que els percentatges de soques sensibles a
les fluoroquinolones sén més alts entre les aillades de conill i a més que
entre les soques resistents a I'acid nalidixic aillades de bovi es troben els

percentatges meés alts de resistents a les fluoroquinolones.

Pel que fa a la relacié entre la susceptibilitat a quinolones i I'any
d’aillament, a la taula 4.7 s’aprecia que totes les soques aillades I'any 1994
son resistents a I'acid nalidixic i que el percentatge de resistents a les
fluoroquinolones és superior al de les soques aillades els anys posteriors. No
n’hi ha, a més a més, cap amb nivells de susceptibilitat intermitjos a les
fluoroquinolones. Les soques aillades en els anys 1996, 1997, 1998 i 2000
son majoritariament resistents a [l'acid nalidixic i sensibles a les
fluoroquinolones, mentre que les de I'any 1999 sén majoritariament sensibles
a l'acid nalidixic i gairebé totes sensibles a les fluoroquinolones. Quan
s’analitzen les soques d’origen animal resistents a I'acid nalidixic (Taula 4.8)
ja no s’observa tanta diferéncia en els percentatges de resistents a les tres
fluoroquinolones entre les soques aillades 'any 1994 i la resta, encara que

aquestes segueixen sent les que presenten els percentatges més alts.
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Taula 4.5. Distribucio de les soques d’E. coli d’'origen animal segons la seva procedéncia i

la susceptibilitat a les quinolones.

Acid Nalidixic Norfloxacina Enrofloxacina Ciprofloxacina

= No. de
E | soques R S R 1 S R 1 S R 1 S
c
<
3 46 35 7 17 4 25 17 5 24 16 5 25

(38,98) | (76,09) | (8,69) | (15,22) | (36,96) | (8,69) | (54,35) | (36,96) | (10,87) | (52,17) | (34,78) | (10,87) | (54,35)
H 25 13 6 8 0 17 8 0 17 8 0 17
@ 1 (21,19) | (52,00) | (24,00) | (24,00) | (32,00) | (0,00) | (68,00) | (32,00) | (0,00) | (68,00) | (32,00) | (0,00) |(68,00)
% 22 13 7 2 0 20 2 1 19 1 3 18
O | (18,64) | (59,09) | (9,09) | (31,82) | (9,09) | (0,00) | (90,91) | (9,09) | (4,55) | (86,36) | (4,55) | (13,64) | (81,82)
g 25 23 1 10 3 12 7 7 11 9 3 13
& | @1,19) | 92,00) | (4,00) | (4,00) | (40,00) | (12,00) | (48,00) | (28,00) | (28,00) | (44,00) | (36,00) | (12,00) | (52,00)

Taula 4.6. Distribucié de les soques d’E. coli Nal® d’origen animal segons la

seva procedéncia i la susceptibilitat a les fluoroquinolones.

Norfloxacina Enrofloxacina Ciprofloxacina
No. de
Animal | goques R | S R | S R | S
(%)
Au 35 17 4 14 16 5 14 16 5 14
(41,67) | (48,57) | (11,43) | (40,00) | (45,71) | (14,29) | (40,00) | (45,71) | (14,29) | (40,00)
Bovi 13 8 0 5 8 0 5 8 0 5
(15,48) | (61,54) | (0,00) | (38,46) | (61,54)| (0,00) | (38,46)| (61,54) | (0,00) | (38,46)
. 13 2 0 11 2 1 10 1 3 9
Conill
(15,48) |(15,38) | (0,00) | (84,62)|(15,38) | (7,69) | (76,92)| (7,69) | (23,08) | (69,23)
Porc 23 10 3 10 7 7 9 9 3 11
(27,38) | (43,48) | (13,04) | (43,48) | (30,43) | (30,43) | (39,13) | (39,13) | (13,04) | (47,83)
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Taula 4.7. Distribucié de les soques d’E. coli d’origen animal segons I'any d’aillament i la

susceptibilitat a les quinolones.

§ Acid Nalidixic Norfloxacina Enrofloxacina Ciprofloxacina

% No. de

> | soques R | S R | S R | S R 1 S
e

3 7 7 0 0 4 0 3 4 0 3 4 0 3

2 (5,93) | (100,00) | (0,00) | (0,00) | (57,14) | (0,00) | (42,86) | (57,14) | (0,00) | (42,86) | (57,14) | (0,00) | (42,86)
© 21 15 1 5 7 0 14 7 2 12 7 1 13

2 | 17.80) | (71.43) | (4.76) | (23,81) | (33,33) | (0,00) | (66,67) | (33,33) | (9.52) | (57,14) | (33,33) | (4.76) | (61,91)
5 52 41 2 9 18 3 31 14 7 31 15 5 32

2 | @407) | (7884) | (385) | (17.31) | (34.62) | (577) | (59,61) | (26,92) | (13.46) | (59,61) | (28,85) | (9.61) | (61,54)
S 16 11 5 0 4 4 8 4 3 9 4 4 8

2 | (1356) | 68,75) | (31,25) | (0,00) | (25,00) | (25,00) | (50,00) | (25,00) | (18,75) | (56,25) | (25,00) | (25,00) | (50,00)
S 11 2 2 7 1 0 10 2 0 9 1 0 10

2 (9,32) (18,18) | (18,18) | (63,64) (9,09) (0,00) | (90,91) | (18,18) | (0,00) | (81,82) | (9,09) | (0,00) | (90,91)
S 11 8 3 0 3 0 8 3 1 7 3 1 7

b 9,32) | (72,73) | (27,27) | (0,00) | (27.27) | (0,00) | (72,73) | (27,27) | (9,09) | (63,64) | (27,27) | (9,09) | (63,64)

Taula 4.8. Distribucié de les soques d’E. coli Nal® d’origen

d’aillament i la susceptibilitat a les fluoroquinolones.

animal segons l'any

Norfloxacina Enrofloxacina Ciprofloxacina
Any No. de
_ soques R I S R S R | S
aillament
(%)

1994 7 4 0 3 4 3 4 0 3
8,33) | (57,14) | (0,00) | (42,86) | (57,14) | (0,00) | (42,86) | (57,14) | (0,00) | (42,86)

1996 15 7 0 8 7 6 7 1 7
(17,86) | (46,67) | (0,00) | (53,33) | (46,67) | (13,33) | (40,00) | (46,67) | (6,67) | (46,67)

1997 41 18 3 20 14 20 15 5 21
48,81) | (43,90) | (7,32) | (48,78) | (34,15) | (17,07) | (48,78) | (36,58) | (12,20) | (51,22)

1998 11 4 4 3 4 4 4 4 3
(13,09) | (36,36) | (36,36) | (27,27) | (36,36) | (27,27) | (36,36) | (36,36) | (36,36) | (27,27)

1999 2 1 0 1 1 1 1 0 1
(2,38) | (50,00) | (0,00) | (50,00) | (50,00) | (0,00) | (50,00) | (50,00) | (0,00) | (50,00)

2000 8 3 0 5 3 4 3 1 4
9,52) | (37,50) | (0,00) | (62,50) | (37,50) | (12,50) | (50,00) | (37,50) | (12,50) | (50,00)
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Pel que fa a aquest mateix analisi amb les soques aillades d’humans,
s’ha de senyalar que, degut a que més d’'un 80% de les soques van ser
aillades d’orina i gairebé un 72% so6n I'any 2000, no es pot estudiar la
distribucié d’aquestes soques segons el tipus de mostra o I'any d’aillament.
Aquest analisi s’ha fet només, doncs, tenint en compte la procedéncia de les
mostres i la susceptibilitat a quinolones (Taula 4.9). S’ha de destacar que el
percentatge de soques de procedéncia intrahospitalaria resistents a les
fluoroquinolones és superior al de les soques de procedéncia
extrahospitalaria, perd els percentatges més alts d’aillats resistents a les
fluoroquinolones corresponen a soques de procedéncia no determinada.
Caldria destacar que aquestes soques son basicament les aillades en els
anys 1993, 1994 i 1998, i que al voltant d’'un 46% de les aillades I'any 2000

son resistents a les fluoroquinolones.

Taula 4.9. Distribucio de les soques d’E. coli d’'origen huma segons la seva

procedéncia i la susceptibilitat a les fluoroquinolones.

Norfloxacina Enrofloxacina Ciprofloxacina
No. de
Procedéncia | soques R I S R I S R I S
(%)
24 15 2 7 15 6 3 15 4 5
Intrahosp.
(27,27) | (62,50) | (8,33) | (29,17) | (62,50) | (25,00) | (12,50) | (62,50) | (16,67) | (20,83)
47 24 4 19 26 8 13 25 5 17
Extrahosp.
(53,41) | (51,08) | (8,51) | (40,43) | (55,32) | (17,02) | (27.66) | (53,19) | (10,64) | (36,17)
N.D 17 13 1 3 14 2 1 13 1 3
o (19,32) | (76,47) | (5,88) | (17.65) | (82,35) | (11,76) | (5,88) | (76,47) | (5,88) | (17,65)

(Intrahosp.: Intrahospitalaria; Extrahosp.: Extrahospitalaria; N.D.: no determinada)
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4.3. DETECCIO DE MUTACIONS EN ELS GENS gyrA | parC

4.3.1. Sequenciacié de les regions QRDR dels gens gyrA i parC

Un dels objectius d’aquest treball ha estat el desenvolupament d’un
meétode alternatiu als coneguts fins al moment, que permetés detectar
rapidament les principals mutacions, en els gens gyrA i parC, associades
amb l'adquisicié d’'un fenotip de resisténcia a quinolones en E. coli. Per al
desenvolupament d’aquest métode ha sigut necessari conéixer, en primer
lloc, la sequéncia de les regions QRDR dels gens gyrA i parC d’'un nombre
significatiu de soques per tal de poder avaluar tant la sensibilitat com

I'especificitat de la técnica.

Per aquest motiu s’ha procedit a la sequenciacié de les regions QRDR

dels gens gyrA i/o parC d’algunes de les soques estudiades.

Aixi, s’ha sequenciat la regi6 QRDR del gen gyrA de 56 soques, 3 de
les quals eren de col-lecci6, 43 dorigen animal i 10 d’origen huma.
Seguidament, s’ha analitzat la sequéncia obtinguda i s’ha deduit la
sequéncia d’aminoacids corresponent a la regio QRDR del gen gyrA de cada
soca. A la taula 4.10 es mostren els residus d’aminoacids deduits per als
codons 83 i 87 de la proteina GyrA. Pel que fa a les mutacions en aquestes
posicions, les majoritaries son les transicions CG —» TA i AT —» GC en els
codons 83 i 87, respectivament, que donen lloc als canvis Ser83 — Leu i

Asp87 — Gly.

En aquesta taula s’indiqguen també els residus de la proteina
corresponents als codons 84, 85 i 91, donat que s’han trobat determinats
canvis en la sequéencia de DNA d’algunes soques respecte a la sequéncia
salvatge. En general, la majoria de les mutacions detectades en aquestes
posicions sén silencioses, excepte la transversio GC — TA que dona lloc al
canvi Ala84 — Ser. Es de destacar també que la majoria de les soques

sequenciades presenten una mutacié silenciosa en el codé 85, que, a més a
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més, 21 d’elles presenten una mutacié silenciosa en el coddé 91 i que 3

d’aquestes presenten també una altra mutacié en el codo 84.

Taula 4.10. Variabilitat en la sequéncia de DNA de la regi6

QRDR del gen gyrA de les soques d’E. coli sequenciades.

Aminoacid (Codd) No. de soques
Posicio 83
Ser83 (TCG) 18
Leu83 (TTG) 37
Ala83 (GCG) 1
Posicio 87
Asp87 (GAC) 31
Asp87 (GAT) 3
Gly87 (GGC) 10
Gly87 (GGT) 2
Asn87 (AAC) 7
Tyr87 (TAC) 2
Ala87 (GCC) 1
Posicio 84
Ala84 (GCG) 53
Ala84 (GCA) 1
Ser84 (TCG) 2
Posicid 85
Val85 (GTC) 11
Val85 (GTT) 45
Posicio 91
Arg91 (CGC) 32
Arg91 (CGT) 12
Arg91 (CGG) 12

" mutacié silenciosa
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Per altra banda, a la taula 4.11 es mostra la distribucio de les
mutacions en el codons 83 i 87 segons la sequéncia de la regio QRDR del
gen gyrA de les soques d’E. coli sequenciades. Es pot observar que 12
soques no presenten mutacid en cap de les dues posicions, 22 nomeés
contenen una mutacié en la Ser83, 6 en 'Asp87 i 16 soques soOn dobles

mutants en aquests codons.

Taula 4.11. Distribucié de les mutacions en els codons 83 i 87

del gen gyrA en les soques d’E. coli sequenciades.

Aminoacid
Genotip No. de soques
83 87
Salvatge Ser Asp 12
Leu Asp 21
Mutant codo 83
Ala Asp 1
Ser Gly 5
Mutant codo 87
Ser Tyr 1
Leu Gly 7
Leu Asn 7
Doble mutant codons 83 i 87
Leu Tyr 1
Leu Ala 1

Igualment, s’ha sequenciat la regié QRDR del gen parC de 32 soques,
25 de les quals eren d’origen animal i 7 d’origen huma. A continuacié, s’ha
analitzat la sequéncia obtinguda i s’ha deduit la sequéncia d’aminoacids
corresponent a la regid QRDR del gen parC de cada soca. A la taula 4.12 es
mostren els residus d’aminoacids deduits per als codons 80 i 84 de la
proteina ParC. Pel que fa a la posicio 80, s’ha trobat que 18 soques
presenten el residu Ser80, que correspon al de la proteina salvatge. No
obstant, en 13 d’elles el codd que codifica aquest residu és AGC i en 5 és
AGT. Pel que fa a les mutacions en aquesta posicid, la majoritaria és la

transversi6 GC — TA que dona lloc al canvi Ser80 — lle. S’ha de destacar
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que s’ha trobat, només en dues soques, una unica mutaciéo Glu84 — Lys,

deguda a una transici6 GC — AT. S’ha detectat també, en una soca, una

mutacio silenciosa en el codo 78.

Taula 4.12. Variabilitat en la sequéncia de DNA de la regio

QRDR del gen parC de les soques d’E. coli sequienciades.

Aminoacid (Codo) No. de soques

Posicié 80
Ser80 (AGC)
Ser80 (AGT)
[1e80 (ATC)
[1e80 (ATT)
Arg80 (AGA)
Arg80 (AGG)
Posicié 84
Glug4 (GAA) 30
Lys84 (AAA) 2

—_
w

- A N N O

Posici6 78
Gly78 (GGC) 31
Gly78 (GGT) 1

" mutacio silenciosa

De la mateixa manera que pel gen gyrA, a la taula 4.13 es mostra la
distribucio de les mutacions en els codons 80 i 84 segons la sequéncia de la
regio QRDR del gen parC de les soques d’E. coli sequenciades. Es pot
observar que 16 soques no presenten mutacié en cap de les dues posicions,
14 només contenen una mutacié en la Ser80 i 2 en el Glu84. S’ha de

destacar que no s’han trobat dobles mutants en el gen parC.
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Taula 4.13. Distribucié de les mutacions en els codons 80 i 84

del gen parC en les soques d’E. coli sequenciades.

Aminoacid
Genotip No. de soques
80 84

—
-—

Ser (AGC)  Glu

Salvatge
Ser (AGT) Glu 5
lle Glu 9
Mutant codé 80
Arg Glu 5
Mutant codo 84 Ser (AGC) Lys 2

D’entre totes les soques sequenciades, n’hi ha 20 d’origen animal i 4
d'origen huma de les que s’han sequenciat les regions QRDR, tant del gen
gyrA com del gen parC. A la taula 4.14 es mostra la distribucié de les
mutacions en els codons 83 i 87 i en els codons 80 i 84 segons la seqiéncia
de les regions QRDR dels gens gyrA i parC, respectivament, de les soques
d’E. coli sequenciades. S’observa que 4 soques no presenten mutacié en
cap dels dos gens i que tota la resta son mutants en el codo 83 del gen gyrA,
a excepcio de tres soques que contenen unicament una mutacio en el codd
87 d’aquest gen. D’entre els mutants en el codd 83, només 4 soques sbén
mutants simples i la resta presenten, a més a més, una o dues mutacions
addicionals. D’entre aquestes, només una és un doble mutant en el gen
gyrA, 6 sén dobles mutants gyrA/parC i les altres 6 presenten una doble

mutacio en el gen gyrA acompanyada d’'una mutacio en el gen parC.
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Taula 4.14. Distribucié de les mutacions en els codons 83 i 87 del gen gyrA i

en els codons 80 i 84 del gen parC, en les soques d’E. coli sequenciades.

. " GyrA ParC No. de
At 83 87 80 84 | soques
Salvatge Ser Asp | Ser (AGC) Glu 4
Leu Asp | Ser (AGT) Glu 3
Mutant codé 83 (gyrA)
Leu Asp | Ser (AGC) Glu 1
Mutant codo6 87 (gyrA) Ser Gly | Ser(AGC) Glu 3
Doble mutant codons 83 i 87 (gyrA) Leu Asn | Ser (AGT) Glu 1
Doble mutant codé 83 (gyrA) Leu Asp Arg Glu 4
i codo 80 (parC) Leu Asp lle Glu 2
Leu Asn lle Glu 2
Triple mutant codons 83 i 87 (gyrA)
Leu Tyr lle Glu 1
i codo 80 (parC)
Leu Gly Arg Glu 1
Triple mutant codons 83 i 87 (gyrA)
Leu Gly | Ser (AGC) Lys 2
i cod6 84 (parC)

4.3.2. Desenvolupament i optimitzacié del métode d’hibridacié de

colonies amb sondes especifiques

Un cop conegudes les sequéncies que interessaven dels gens gyrA i
parC, s’han dissenyat diferents sondes, descrites a I'apartat de Materials i
Meétodes, per a detectar mutacions en les posicions 83 i 87 del gen gyrA i en
els codons 80 i 84 del gen parC. Pel que fa a la posicié 83 del gen gyrA
s’han dissenyat dues sondes, una que conté la sequéncia salvatge i l'altra el
canvi Ser83 — Leu, ja que de les 56 soques sequenciades només una

presenta un canvi diferent (Ser83 — Ala). Pel que fa a la posicié 87 del gen
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gyrA i a les posicions 80 i 84 del gen parC s’ha dissenyat, en cada cas,
nomeés una sonda que conté la sequéencia salvatge. Per a la posicié 80 del
gen parC, degut a que la sequéncia salvatge, Ser80, pot estar codificada per
dos codons diferents, AGC o AGT, s’han dissenyat dues sondes que

contenen les sequéncies salvatges, una per a cada possibilitat.

Figura 4.5. Autoradiografia d’'una hibridaci6 de la sonda E.ParCSer80,

marcada amb 2°P, amb diferents colonies d’E. coli.

Un cop dissenyades les diferents sondes, s’ha procedit a la hibridacio
de les colonies de les soques de sequéncia coneguda amb les diferents
sondes, per tal de determinar la sensibilitat i I'especificitat de cada sonda.
Aquests experiments han servit també per a determinar les millors
condicions d’hibridacié per a cada una de les sondes. Aixi, la temperatura a

la que s’ha realitzat la hibridaci6 amb cadascuna de les sondes ha estat la
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seguent: E.coliSer83, 56°C; E. coliLeu83, 54°C; E.coliAsp87, 50°C;
E.ParCSer80, 50°C; E.ParCSer80(T), 56°C; i E.ParCGlu84, 59°C. A la figura
4.5 es mostra, com a exemple, el resultat d’una hibridacié. A la part superior
del filtre es pot observar el senyal generat per la hibridacié de la sonda amb
les colonies utilitzades com a controls positius i 'abséncia de senyal deguda
a la hibridaci6 negativa de la sonda amb les colonies utilitzades com a
controls negatius, mentre que a la part inferior de filtre es pot observar el
senyal generat per la hibridaci6 amb DNA complementari al de la sonda. En
aquesta imatge s’observa també com la hibridacié de la sonda amb colonies

de diferents soques pot generar senyals de diferent intensitat.

S’entén per sensibilitat el percentatge de soques que han hibridat
amb la sonda respecte al total de soques que haurien d’hibridar i per
especificitat el percentatge de soques que no han hibridat amb la sonda, en
relacio a les que no haurien d’hibridar. Tant la sensibilitat com I'especificitat
de totes les sondes utilitzades per hibridar les colonies de les soques d’E.

coli es mostren a la taula 4.15.

La sonda que detecta la seqiéncia salvatge en la posicié 83 del gen
gyrA (E.coliSer83) presenta practicament un 90% de sensibilitat i un 100%
d’especificitat, mentre que la que detecta el canvi Ser83 — Leu (E.coliLeu83)
té un 100% de sensibilitat i gairebé un 80% d’especificitat, la qual cosa indica
que a través de la hibridacié de colonies d’E. coli amb aquestes sondes es
pot determinar la preséncia o no del canvi Ser83 — Leu amb una elevada
fiabilitat.

La sonda que detecta la sequéncia salvatge en la posicié 87 del gen
gyrA (E.coliAsp87) presenta poc més d'un 77% de sensibilitat i un 68%
d’especificitat. El fet que més d’un 80% de les soques presentin una mutacié
silenciosa en el codd 85 podria interferir amb la hibridacié d’aquesta sonda,
ja que ha sigut dissenyada segons la sequéncia salvatge en aquesta posicio.
La hibridaciéo amb totes les soques sequenciades ha permés determinar que

17 soques que son salvatges en el codd 87 i presenten la mutacio silenciosa

162



RESULTATS

en el codé 85 hibriden correctament amb la sonda, mentre que només 7
soques salvatges en el codd 87 i que presenten la mutacié silenciosa en el
codo 85 no hibriden amb la sonda. A més a més, d’aquestes 7 soques, 3 son
les que presenten també una mutacié en el codo 84. A través de la hibridacio
de coldonies d’E. coli amb aquesta sonda, doncs, es pot determinar la
preséncia d’'una sequéncia salvatge o d’'una mutacié en la posicié 87 del gen

gyrA, encara que amb un grau de fiabilitat menor que en el cas anterior.

Taula 4.15. Sensibilitat i especificitat de les sondes utilitzades en el métode

d’hibridacio de colonies d’E. coli.

Sonda Sensibilitat (%) Especificitat (%)
(positius per hibridacio / total) | (negatius per hibridacio / total)
88,89 100
E.coliSer83
(16/18) (38/38)
100 78,95
E.coliLeu83
(37/37) (15/19)
77,42 68,00
E.coliAsp87
(24/31) (17/25)
69,23 94,74
E.ParCSer80
(9/13) (18/19)
40,00 96,29
E.ParCSer80(T)
(2/5) (26/27)
83,33 100
E.ParCGlu84
(25/30) (2/2)

Les dues sondes que detecten les sequéncies salvatges en la posicio
80 del gen parC (E.ParCSer80 i E.ParCSer80(T)) presenten un grau de
sensibilitat molt baix (69% i 40%, respectivament), malgrat que tan sols en

una de les 32 soques sequenciades s’ha determinat la preséncia d'una
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mutacié silenciosa, en el codd 78, que podria afectar a la hibridacié. De fet,
aquesta soca no hibrida amb cap de les dues sondes, tot i presentar una
sequéncia salvatge en la posicié 80. En canvi, I'especificitat d’aquestes
sondes és molt superior al 90%, la qual cosa indica que un resultat
d’hibridacié positiu amb alguna d’aquestes dues sondes pot considerar-se
com un resultat correcte amb una elevada fiabilitat. Pel contrari, degut a la
baixa sensibilitat, un resultat d’hibridacid6 negatiu amb alguna d’aquestes
dues sondes no pot considerar-se com un resultat del tot fiable. De totes
maneres, la combinacié dels resultats obtinguts a partir de la hibridacio de
colonies d’E. coli amb les dues sondes pot servir, en certa manera, per a
determinar la preséncia o abséncia de mutacions en la posicié6 80 del gen
parC; és a dir, el resultat negatiu de la hibridacié d’una soca determinada
amb les dues sondes que detecten les sequéncies salvatges en la posicié 80
del gen parC indicara que aquesta soca presenta, amb una certa probabilitat,

una mutacio en aquesta posicio.

La sonda que detecta la sequéncia salvatge en la posicidé 84 del gen
parC (E.ParCGlu84) presenta més d'un 83% de sensibilitat i un 100%
d’especificitat; per tant, i encara que només s’han obtingut dues soques que
presenten una mutacidé en aquesta posicio, mitjangant la hibridacié de
colonies d’E. coli amb aquesta sonda es pot determinar la preséncia d’una
sequéncia salvatge o d’'una mutacio en la posicio 84 del gen parC amb un alt

grau de fiabilitat.

4.3.3. Mutacions en les regions QRDR dels gens gyrA i parC

Un cop determinada la millor temperatura d’hibridacié per a cada
sonda i coneguts els graus de sensibilitat i d’especificitat de cadascuna, s’ha
procedit a la hibridaci6 de les colonies de les soques d’E. coli d’origen animal
i huma amb totes les sondes. Posteriorment, s’han analitzat els resultats
obtinguts en els experiments d’hibridacid, tenint en compte la sensibilitat i
I'especificitat de cada sonda, la susceptibilitat de les soques a les diferents

quinolones i els dendogrames obtinguts. Aquest analisi preliminar ha
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comportat que, en aquells casos en que no hi havia una concordancia clara
entre els resultats d’hibridacio i els altres parametres, es determinés de nou
tant la susceptibilitat a les quinolones, com les CB, i es confirmés per
sequenciacio la presencia o abséncia dels canvis detectats per hibridacio.
Tots aquests analisis posteriors s’han realitzat basicament com a
consequeéncia dels resultats d’hibridacié d’algunes soques amb les sondes
que detecten les sequéncies salvatges en les posicions 87 del gen gyrA i 80

del gen parC.

Finalment, s’han analitzat totes les dades sobre la preséncia de
mutacions, obtingudes per hibridacié i per sequenciacid, i s’ha procedit a la
classificacio de les soques d’E. coli en vuit grups, segons les mutacions que
presenten. Aixi, a la taula 4.16 es mostra aquesta classificacidé per a les
soques d’origen animal, mentre que a la taula 4.17 es mostren els resultats
per a les soques d’'E. coli resistents a I'acid nalidixic tant d’origen animal com

huma.

Si s’analitzen els resultats obtinguts amb les soques d’E. coli d’origen
animal (Taula 4.16), s’'observa que el més destacable és que un 26,27% no
presenten mutacions ni en el gen gyrA ni en el gen parC i que un 28,81%
sén unicament mutants en el cod6 83 del gen gyrA; un 17% presenten tres
mutacions i la resta son dobles mutants o presenten una unica mutacié en el
codd 87 del gen gyrA. Si s’analitzen només les soques resistents a l'acid
nalidixic (Taula 4.17) s’observa que, a excepcié d’un 8%, totes presenten un
canvi en el cod6 83 del gen gyrA, tractant-se tant de dobles (>27%) com de
triples mutants (24%) en les diferents posicions analitzades o bé com a unica

mutacio (>40%).

De la mateixa manera, totes les soques d’origen huma (Taula 4.17), a
excepcio d’una que no conté cap mutacio, presenten una mutacio en el codo
83 del gen gyrA, la qual va acompanyada, en més del 51% de les soques, de
dues mutacions, una en el codd 87 del mateix gen i l'altra en els codons 80 o

84 del gen parC. S’ha de destacar també que, en més d’'un 35% de les
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soques, aquest canvi en el codé 83 del gen gyrA no va acompanyat de cap

altra mutacio.

Taula 4.16. Classificacié de les soques d’E. coli d’origen animal segons les

mutacions que presenten.

Grup Mutant sl %
soques

| - 31 26,27

! 83 (gyrA) 34 28,81

[} 87 (gyrA) 10 8,47

v 83i 87 (gyrA) 9 7,63

Vv 83 (gyrA) i 80 (parC) 14 11,86
ViI 83i 87 (gyrA) i 80 (parC) 20 (15) 16,95 (12,71)
o 84 (parC) (5) (4,24)

Taula 4.17. Classificacié de les soques d’E. coli Nal® segons el seu origen i les

mutacions que presenten.

ORIGEN ANIMAL ORIGEN HUMA
Grup Mutant AL S % Do %
soques soques
I 5 0 0,00 1 1,14
I 83 (gyrA) 34 40,48 31 35,23
n 87 (gyrA) 7 8,33 0 0,00
v 83 i 87 (gyrA) 9 10,71 1 1,14
\Y; 83 (gyrA) i 80 (parC) 14 16,67 3 3,41
VI 83 (gyrA) i 80 i 84 (parC) 0 0,00 1 1,14
i i 15 17,86 32 36,36
Vil 83 i 87 (gyrA) i 80 (parC) 20 (15) 23 81 ( ) 45 (32) 5113 ( )
o 84 (parC) (5) (5,95) (13) (14,77)
VIl |83i87 (gyrA)i 80 i 84 (parC) 0 0,00 6 6,82
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Un cop classificades les soques d’E. coli, tant d’origen animal com
huma, en aquests vuit grups de mutacions, s’ha procedit a estudiar com es

distribueixen segons la seva procedéncia i I'any en el que van ser aillades.

Aixi, a la taula 4.18 es mostra aquesta distribucié per a les soques
d’E. coli d’origen animal, i a la taula 4.19 per a les soques resistents a I'acid
nalidixic del mateix origen. A I'analitzar el conjunt de soques d’origen animal
s’observa que un 37% de les aillades d’au presenten una unica mutacié en
el codo 83 del gen gyrA (Grup Il), un 24% no contenen cap canvi (Grup 1) i
un altre 24% posseeixen tres mutacions (Grup VII), mentre que un 44% de
les aillades de bovi no presenten cap mutacido (Grup 1) i la resta es
reparteixen pels altres grups. D’entre els aillats de conill, un 32% no
presenten tampoc cap mutacio (Grup I), un 23% contenen una unica mutacié
en el codd 83 del gen gyrA (Grup Il) i més d’'un 27% son unicament mutants
en el codd 87 del mateix gen (Grup lll). El 36% de les soques aillades de
porc presenten un canvi en el codd 83 del gen gyrA (Grup Il), un altre 36%
son dobles mutants (Grups IV i V) i un 20% contenen tres mutacions (Grup
VII). Considerant tot aixd, és destacable que entre les soques aillades d’au
no es troben practicament dobles mutants, mentre que entre les aillades de
bovi es poden trobar, aproximadament amb les mateixes proporcions, les
diferents combinacions de mutacions descrites. Per altra banda, les soques
aillades de conill no presenten cap mutacié o bé sén mutants simples en el
gen gyrA, i les aillades de porc presenten majoritariament una mutacié en el

codd 83 del gen gyrA, acompanyada o no d’altres mutacions.

En canvi, si es tenen en compte només les soques resistents a I'acid
nalidixic i 'animal del que s’han aillat, s’ha de destacar que més d’un 48% de
les procedents d’au presenten una unica mutacié en el cod6 83 el gen gyrA
(Grup Il) i més d’un 31% contenen tres mutacions (Grup VII). Un 69% de les
procedents de conill presenten una unica mutacié en el gen gyrA (Grups Il i
[ll) i un 39% de les de porc presenten també una unica mutacio en el codo
83 el gen gyrA (Grup Il), mentre que més d’'un 30% sén dobles mutants en el
codd 83 el gen gyrA i en el 80 del gen parC (Grup V). Les procedents de

bovi queden repartides per tots els grups.
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Taula 4.18. Distribucié de les soques d’E. coli d’origen animal segons la seva

procedeéncia, I'any d’aillament i les mutacions que presenten.

Any d’aillament
Grup | Animal | 1994 1996 1997 1998 1999 2000 Su(*g/t;!,t%“ T?;")AL
() ()
Au 0 0 0 0 8 3 1
(23,91)
Bovi 0 2 5 4 0 0 1 31
I (44,00)
Conill 0 3 3 1 0 0 7 (26,27)
(31,82)
Porc 0 0 1 0 1 0 2
(8,00)
Au 3 3 2 6 1 2 17
(36,96)
i 3
. Bovi 0 1 1 1 0 0 (12,00) 34
Conill 0 0 5 0 0 0 5 (28,81)
(22,73)
Porc 0 0 8 0 0 1 9
(36,00)
Au 0 1 0 0 0 0 1
(2,17)
Bovi 0 1 2 0 0 0 3 10
] (12,00)
Conill 0 2 2 0 0 2 6 (8,47)
(27,27)
Porc 0 0 0 0 0 0 0
(0,00)
Au 0 2 0 1 0 1 4
(8,70)
Bovi 0 0 1 0 0 0 1 9
v (4,00)
Conill 0 0 2 0 0 0 2 (7,63)
(9,09)
Porc 0 0 2 0 0 0 2
(8,00)
Au 0 0 1 0 0 1 2
(4,35)
Bovi 0 1 3 0 0 0 4 14
\' (16,00)
Conill 0 1 0 0 0 0 1 (11,86)
(4,55)
Porc 0 0 7 0 0 0 7
(28,00)
Au 4 3 0 2 1 1 11
(23,91)
Bovi 0 1 1 1 0 0 3 20
Vil (12,00)
Conill 0 0 1 0 0 0 1 (16,95)
(4,55)
Porc 0 0 5 0 0 0 5
(20,00)
118

’ Percentatge respecte al total de soques aillades de cada tipus d’animal.

No. total de soques — Au: 46; Bovi: 25; Conill: 22; Porc: 25.
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Taula 4.19. Distribucié de les soques d’E. coli Nal® d’origen animal segons la

seva procedéncia, I'any d’aillament i les mutacions que presenten.

Any d’aillament

Grup | Animal | 1994 1996 1997 1998 1999 2000 Su(k:/t?tal T(()J';\L
() 0
Au 3 3 2 6 1 2 17
(48,57)
Bovi 1 1 1 3
T ovi 0 0 0 (23.08) 34
Conill 0 0 5 0 0 0 5 (40,48)
(38,46)
Porc 0 0 8 0 0 1 9
(39,13)
Au 0 1 0 0 0 0 1
(2,86)
Bovi 0 1 1 0 0 0 2 7
[} (15,38)
Conill 0 1 1 0 0 2 4 (8,33)
(30,77)
Porc 0 0 0 0 0 0 0
(0,00)
Au 0 2 0 1 0 1 4
(11,43)
Bovi 0 0 1 0 0 0 1 9
[\ (7,69)
Conill 0 0 2 0 0 0 2 (10,71)
(15,38)
Porc 0 0 2 0 0 0 2
(8,70)
Au 0 0 1 0 0 1 2
(5,71)
Bovi 0 1 3 0 0 0 4 14
Vv (30,77)
Conill 0 1 0 0 0 0 1 (16,67)
(7,69)
Porc 0 0 7 0 0 0 7
(30,43)
Au 4 3 0 2 1 1 1
(31,43)
Bovi 0 1 1 1 0 0 3 20
Vil (23,08)
Conill 0 0 1 0 0 0 1 (23,81)
(7,69)
Porc 0 0 5 0 0 0 5
(21,74)
84

’ Percentatge respecte al total de soques Nal® aillades de cada tipus d’animal.

No. total de soques — Au: 35; Bovi: 13; Conill: 13; Porc: 23.
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Taula 4.20. Distribucié de les soques d’E. coli d’origen huma segons la seva

procedéncia, I'any d’aillament i les mutacions que presenten.

Any d’aillament

Grup | Procedéncia | 1993 1994 1998 1999 2000 SU('g/t?}a' TC(JJ»)AL

Intrahosp. 0 0 0 0 0 0
(0,00) 1

| Extrahosp. 0 0 0 0 1 1
(2,13) (1,14)

N.D. 0 0 0 0 0 0

(0,00)

Intrahosp. 0 0 0 0 8 8
(33,33) 31

| Extrahosp. 0 0 0 0 20 20
(42,55) | (35,23)

N.D. 0 0 0 0 3 3

(17,65)

Intrahosp. 0 0 0 0 0 0
(0,00) 1

v Extrahosp. 0 0 0 0 1 1
(2,13) (1,14)

N.D. 0 0 0 0 0 0

(0,00)

Intrahosp. 0 0 0 0 1 1
4,17) 3

Vv Extrahosp. 0 0 0 0 0 0
(0,00) (3,41)

N.D. 0 2 0 0 0 2

(11,76)

Intrahosp. 0 0 0 0 0 0
(0,00) 1

\'/| Extrahosp. 0 0 0 0 1 1
@13) | 1,19

N.D. 0 0 0 0 0 0

(0,00)

Intrahosp. 0 0 0 5 9 14
(58,33) 45

Vi Extrahosp. 0 0 0 6 14 20
42,55) | (51,13)

N.D. 2 2 7 0 0 1

(64,71)

Intrahosp. 0 0 0 0 1 1
(4,17) 6

VIl Extrahosp. 0 0 0 0 4 4
(8,51) (6,82)

N.D. 0 0 1 0 0 1

(5,88)
88

’ Percentatge respecte al total de soques aillades de mostres de cada procedéncia.

No. total de soques — Intrahosp.: 24; Extrahosp.: 47; N.D.: 17.

(Intrahosp.: Intrahospitalaria; Extrahosp.: Extrahospitalaria; N.D.: no determinada)
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El mateix analisi s’ha fet amb les soques aillades d’humans i els
resultats obtinguts es mostren a la taula 4.20. En aquesta taula s’aprecia que
més d’un 58% de les soques de procedencia intrahospitalaria presenten tres
mutacions (Grup VII) i més d’'un 33% presenten una unica mutacié en el
codd 83 el gen gyrA (Grup Il). D’entre les de procedencia extrahospitalaria,
un 42,5% presenten tres mutacions (Grup VII) i un altre 42,5% contenen
només un canvi en el codé 83 del gen gyrA (Grup IlI), mentre que
practicament un 65% de les de procedéncia no determinada presenten tres

mutacions (Grup VII).

4.4. RELACIO ENTRE LA PRESENCIA DE MUTACIONS | LA
SUSCEPTIBILITAT A QUINOLONES

Quan s’ha estudiat la possible relacié existent entre la preséncia de
mutacions i la susceptibilitat a les diferents quinolones, s’ha vist que totes les
soques que s’inclouen dins d’'un mateix grup mutacional no sén iguals entre
elles quan es té en compte la seva susceptibilitat a aquests antimicrobians.
Utilitzant els valors de CMIs per a les quatre quinolones, s’han distingit
diferents subgrups per a cada grup mutacional. A les taules 4.21 i 4.22 es
mostren els resultats d’aquest analisi per a les soques d’E. coli d’origen

animal i huma, respectivament.

Es de destacar que les soques d’origen animal en les que no s’ha
detectat cap mutacié (Grup |) sén sensibles a totes les quinolones o bé
presenten un nivell de susceptibilitat intermig a I'acid nalidixic (Taula 4.21).
Malgrat aix0, aquest grup inclou la soca A-033, aillada d’au 'any 1999, que
és sensible a totes les quinolones, inclos l'acid nalidixic, menys a
I'enrofloxacina, front a la qual presenta una CMI superior a 38,67 ug/ml. Pel
que fa als aillats que contenen una unica mutacio en el cod6 83 del gen gyrA
(Grup 1), s’observa que basicament son resistents a l'acid nalidixic i
sensibles a les fluoroquinolones, encara que alguns d’ells presenten un nivell

de susceptibilitat intermig a una, a dues o a les tres fluoroquinolones.
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Taula 4.21. Distribucié de les soques d’E. coli d’origen animal segons les

mutacions que presenten i la susceptibilitat a les diferents quinolones.

Grup | Subgrup No. de CMI (ng/ml)
Soaues NAL NOR ENR CIP
" 15 2,16-7,55 0,06-0,27 0,02-0,82 0,01-0,07
| 12 3 10,30-12,97 0,08-0,25 0,05-0,98 0,04-0,07
13 1 5,69 0,11 > 38,67 0,05
14 12 17,94-33,32 0,08-1,78 0,09-1,08 0,10-0,58
i 2 38,50-177,23 0,27-1,20 0,50-0,52 0,20-0,31
112 14 > 342,64 0,13-2,33 0,10-1,14 0,03-0,5
! 13 10 > 342,64 0,51-6,31 0,39-1,23 0,60-1,27
114 8 > 342,64 3,36-16,00 1,29-3,99 1,01-3,35
14} 2 2,43-11,45 0,04-0,06 0,04-0,05 0,02-0,07
1} 2 1 21,70 0,35 0,21 0,08
3 7 69,38->342,64 0,27-3,29 0,04-0,92 0,06-1,11
V1 1 > 342,64 6,31 1,63 1,54
\") V3 2 > 342,64 26,50->57,35 15,68->38,67 10,81-16,35
V4 6 > 342,64 > 57,35 > 38,67 > 43,08
V1 3 > 342,64 3,36-8,66 2,18-5,15 0,68-1,41
V2 2 > 342,64 > 57,35 3,88-5,15 3,95-16,50
v V3 5 > 342,64 > 57,35 9,19->38,67 4,89-14,47
V4 4 > 342,64 > 57,35 > 38,67 > 43,08
Vi1 4 > 342,64 4,61-22,28 1,15-5,15 1,32-17,63
VIl VII2 10 > 342,64 > 57,35 16,33->38,67 4,41-24,96
VII3 6 > 342,64 > 57,35 : so223)38,67 > 43,08

NAL: Acid Nalidixic; NOR: Norfloxacina; ENR: Enrofloxacina; CIP: Ciprofloxacina

Les soques en les que s’ha detectat una unica mutacié en el codé 87
del gen gyrA (Grup lll) s6n també majoritariament resistents a I'acid nalidixic
i sensibles a les fluoroquinolones. Dins aquest grup, pero, s’'inclouen també

algunes soques sensibles o amb un nivell de susceptibilitat intermig a I'acid
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nalidixic i molt sensibles a les fluoroquinolones. Els aillats que presenten
dues mutacions en el gen gyrA (Grup IV) sén gairebé tots resistents a I'acid
nalidixic i a les fluoroquinolones, al igual que els dobles mutants
GyrA83/ParC80 (Grup V) i els triples mutants GyrA83/GyrA87/ParC80 o
ParC84 (Grup VII). Caldria destacar, pero, que algunes de les soques
d’aquests grups sén sensibles o bé presenten uns nivells de susceptibilitat

intermitjos a alguna de les fluoroquinolones.

Pel que fa a aquesta mateixa distribucié perd amb les soques d’origen
huma (Taula 4.22), és de destacar que només s’ha trobat una soca sense
cap de les mutacions estudiades (Grup 1), perd que és resistent a 'acid
nalidixic i sensible a la resta de quinolones. Les soques amb una unica
mutacio en el codd 83 del gen gyrA (Grup Il) tenen unes caracteristiques
similars a les indicades per a les soques d’origen animal. Malgrat aixo, s’ha
de destacar la inclusi6 duna soca resistent a l'acid nalidixic i a
I'enrofloxacina, perd sensible a les altres dues fluoroquinolones (Subgrup
115). Es de ressaltar també que només s’ha trobat un doble mutant en els
codons 83 i 87 del gen gyrA (Grup 1V) el qual és resistent a I'acid nalidixic i a
les fluoroquinolones, menys a la norfloxacina, front a la qual presenta un
nivell de susceptibilitat intermig. Per altra banda, els dobles mutants
gyrAlparC (Grup V) i els triples mutants (Grup VII) presenten també unes
caracteristiques similars a les indicades per a les soques d’origen animal, si
bé les del Grup VII sén totes resistents a l'acid nalidixic i a les tres
fluoroquinolones. Aixi mateix, les soques en les que s’han detectat quatre
mutacions (Grup VIII) sén resistents a l'acid nalidixic i, la majoria, molt
resistents a les fluoroquinolones. Finalment, assenyalar que només s’ha
detectat una soca amb una mutacio en el codé 83 gen gyrA i dues mutacions
en els codons 80 i 84 del gen parC (Grup VI), la qual és resistent a I'acid
nalidixic i presenta un nivell de susceptibilitat intermig a les tres

fluoroquinolones.
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Taula 4.22. Distribucié de les soques d’E. coli d’'origen huma segons les

mutacions que presenten i la susceptibilitat a les diferents quinolones.

Grup | Subgrup No. de CMI (ng/ml)
Sodues NAL NOR ENR CIP
| 15 1 131,48 1,38 0,92 0,52
112 5 > 342,64 0,73-3,05 0,37-1,38 0,28-0,48
3 9 > 342,64 1,71-4,64 0,40-1,24 0,52-1,34
! 4 16 > 342,64 0,85-14,47 1,33-4,16 0,72-2,59
115 1 > 342,64 5,36 6,18 1,36
v V2 1 > 342,64 8,39 8,00 5,06
Y V2 1 > 342,64 14,93 4,13 3,79
V3 2 > 342,64 16,21->57,35 > 38,67 4,24-7,53
Vi VI1 1 > 342,64 7,65 3,36 3,92
VII2 8 > 342,64 > 57,35 > 38,67 7,61-25,44
Vi VII3 37 > 342,64 > 57,35 > 38,67 > 43,08
T VI 1 > 342,64 > 57,35 > 38,67 12,52
VII2 5 > 342,64 > 57,35 > 38,67 > 43,08

NAL: Acid Nalidixic; NOR: Norfloxacina; ENR: Enrofloxacina; CIP: Ciprofloxacina

4.5. SUSCEPTIBILITAT A ALTRES ANTIMICROBIANS

Com s’ha comentat a la Introduccié d’aquesta memoria, a més de les
mutacions en els enzims diana de les quinolones, és a dir, en la DNA girasa i
la topoisomerasa |V, és també conegut que mutacions que alterin la
permeabilitat de la membrana o els sistemes d’expulsié activa del bacteri
donen lloc a un fenotip de resistéencia a diferents antimicrobians no
relacionats estructuralment entre ells, entre els que s’inclouen les

quinolones. De fet, soques amb mutacions en els gens gyrA i/o parC poden
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presentar un nivell més elevat de resisténcia a les quinolones com a
consequéencia de mutacions que modifiquin la permeabilitat de la seva
membrana o els sistemes d’expulsié activa. Per aquest motiu, en aquest
treball, s’ha determinat el nivell de susceptibilitat de les soques d’E. coli front
a cinc antimicrobians no relacionats estructuralment amb les quinolones
(tetraciclina, cloranfenicol, ampicil-lina, amoxicil-lina i cefalexina) realitzant
també antibiogrames mitjancant el métode de difusi6 amb discs impregnats
d’antibiotics. A les taules 4.23 i 4.24 es mostren les concentracions minimes
inhibitories (CMIs), en ug/ml, d’aquests cinc antimicrobians, obtingudes per a
totes les soques d’E. coli d'origen animal i huma, respectivament. En
aquestes taules s’han destacat també, en negreta, aquells valors de CMI que

indiquen resisténcia a un d’aquests antimicrobians en concret.

Taula 4.23. Concentracid Minima Inhibitdria de diferents

antimicrobians per a les soques d’E. coli aillades

d’animals.
CMI (ua/mi)
geed TET CHL AMP AMX LEX
C-53 > 114,51 8,10 >107,59 >111,33 4,60
C-65 > 114,51 6,00 >107,59 >111,33 5,70
C-66 > 114,51 6,03 >107,59 >111,33 8,75
C-67 > 114,51 > 355,61 >107,59 >111,33 10,84
C-69 >114,51 | >35561 | >107,59 | >111,33 13,43
c-70 > 114,51 280,57 | >107,59 | >111,33 13.43
Cc-711 > 114,51 > 355,61 >107,59 >111,33 8,75
EC-32 > 114,51 162,83 | 107,59 | >111,33 10,84
EC-33 >114,51 | >35561 | 107,59 | >111,33 13.43
EC-34 > 114,51 > 355,61 >107,59 >111,33 16,63
EC-35 > 114,51 > 355,61 >107,59 >111,33 > 114,25
EC-36 > 114,51 3,11 >107,59 >111,33 10,84
EC-37 >11451 | 535561 | 107,59 | 111,33 13.43
EC-55 2,14 > 355,61 2,16 2,39 7,06
EC-56 >114,51 | > 35561 2,16 1,43 4,60
EC-57 > 114,51 3,57 >107,59 >111,33 4,60
EC-58 > 114,51 3,09 1,40 3,09 10,84
EC-59 > 114,51 3,25 2,68 1,85 7,06
EC-60 2,97 3,56 69,70 >111,33 7,06
EC-65 > 114,51 10,46 >107,59 >111,33 8,75
EC-66 1,94 2,47 >107,59 >111,33 7,06
EC-67 > 114,51 8,00 1,74 1,43 7,06
EC-68 > 114,51 4,68 >107,59 | >111,33 20,60
EC-69 3,70 11,50 >107,59 >111,33 8,75
EC-70 >114,51 | >35561 | 107,59 | >111,33 13,43
EC-71 >114,51 | >35561 | >107,59 | >111,33 5,70
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Taula 4.23. continuacio

CMI (ua/mi)

SI0EE) TET CHL AMP AMX LEX
EC-73 > 114,51 4,11 3,34 2,39 10,84
EC-76 4,12 7,68 2,68 2,39 8,75

EC-4 1,99 3,03 4,40 4,78 6,96

EC-6 1,88 3,25 4,74 2,36 8,14
EC-10 2,07 3,32 413 2,62 7,88
EC-12 > 114,51 6,06 >107,59 >111,33 > 114,25
EC-13 >114,51 | 35561 | 107,50 | >111,33 13.43
EC-14 >114,51 149,97 >107,59 >111,33 5,70
EC-16 > 114,51 > 355,61 >107,59 >111,33 8,75
EC7 >114,51 | 35561 | >107,59 | >111,33 10,84
EC-20 > 114,51 55,37 >107,59 | >111,33 39,17
EC-21 > 114,51 > 355,61 >107,59 >111,33 8,75
EC-22 > 114,51 22,57 >107,59 | >111,33 10,84
EC-23 > 114,51 29,74 >107,59 | >111,33 13.43
EC-24 >114,51 > 355,61 >107,59 >111,30 13,43
EC-25 > 114,51 > 355,61 >107,59 >111,33 10,84
EC-26 >114,51 | 535561 | >107,59 | >111,33 8,75
EC-27 >114,51 | >35561 | >107,59 | >111,33 8,75
EC-28 > 114,51 > 355,61 >107,59 >111,33 8,75
EC-29 >114,51 | 35561 | 107,59 | >111,33 8,75
EC-30 > 114,51 212,96 | >107,59 | >111,33 10,84
EC-31 > 114,51 > 355,61 >107,59 >111,33 10,84
EC-38 > 114,51 > 355,31 >107,59 >111,33 8,75
EC-39 >114,51 | 535561 | 107,59 | >111,33 12,33
EC-40 2,07 1,74 1,74 1,85 10,84
EC-41 > 114,51 > 355,61 >107,59 >111,33 10,84
EC42 >114,51 | 35561 | >107,59 | >111,33 8,75
EC-43 >11451 | >35561 | 107,59 | >111,33 12,06
EC-44 > 114,51 > 355,61 >107,59 >111,33 8,75
EC-46 > 114,51 94,49 >107,59 | >111,33 8,75
EC-47 > 114,51 3,57 2,68 2,39 8,75
EC-48 2,37 2,00 1,74 3,09 10,84
EC-49 > 114,51 > 355,61 >107,59 >111,33 13,43
EC-50 >114,51 | 535561 | >107,59 | >111,33 8,75
EC-51 > 114,51 14,26 >107,59 >111,30 7,06
EC-52 > 114,51 > 355,61 >107,59 >111,33 8,75
EC-53 >114,51 | 35561 | 107,59 | >111,33 10,84
EC-54 > 114,51 3,46 >107,59 >111,33 5,70
EC-61 2,16 3,90 2,68 2,39 7,06
EC-62 > 114,51 1,36 2,16 1,85 8,75
EC-63 > 114,51 2,10 3,34 3,99 4,60
EC-64 3,33 7,42 0,91 0,67 3,72
EC-78 > 114,51 5,14 >107,59 >111,33 10,84
EC-80 > 114,51 15,32 >107,59 | >111,33 16,63
EC-81 2,21 4,78 1,74 1,43 5,70
EC-85 > 114,51 7,94 3,34 1,85 8,75
EC-86 2,51 3,74 2,68 2,39 7,06
EC-88 2,13 5,48 1,74 1,43 7,06
EC-89 > 114,51 2,31 174 KT 7.06
EC-90 > 114,51 24,87 >107,59 >111,33 8,75
EC-91 2,92 6,69 3,34 2,39 13,43
EC-92 > 114,51 6,33 2,68 1,85 8,75
EC-93 2,30 5,05 2,16 1,43 7,06
EC-94 >114,51 9,57 5,15 3,99 13,43
EC-122 >11451 | >35561 | >107,59 | >111,33 40,97
EC-123 > 114,51 2,83 >107,59 >111,33 8,08
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Taula 4.23. continuacié

CMI (ug/ml)

E2ed TET CHL AMP AMX LEX
EC-133 > 114,51 5,83 >107,59 >111,33 4,60
EC-134 > 114,51 3,59 >107,59 >111,33 10,84
EC-135 > 114,51 5,83 >107,59 >111,33 4,60
EC-181 > 114,51 > 355,61 8,34 4,90 13,63
EC-185 > 114,51 > 355,61 9,17 4,91 7,47
EC-186 > 114,51 5,76 7,51 6,17 10,04
EC-189 > 114,51 > 355,61 9,29 4,37 11,44
EC-372 > 114,51 7,51 >107,59 >111,33 12,73
EC-375 > 114,51 6,75 >107,59 >111,33 12,65
EM-010 5,23 11,55 6,93 4,50 6,78
EM-080 4,48 19,81 8,61 5,63 14,47
EM-344 > 114,51 12,01 10,20 7,23 20,17
EM-353 4,26 9,66 8,63 3,42 10,84
EM-365 > 114,51 18,78 >107,59 >111,33 16,42

A-002 > 114,51 4,87 >107,59 >111,33 13,69

A-008 2,20 2,98 1,67 3,07 7,86

A-017 > 114,51 9,38 >107,59 >111,33 19,20

A-022 1,63 2,73 2,11 2,44 5,96

A-033 2,24 2,78 >107,59 2,30 8,53

A-065 1,89 2,99 1,58 1,65 7,40
EC-377 2,89 4,72 1,56 1,73 6,97
EC-378 1,94 3,55 2,52 3,05 7,22
EC-379 1,56 2,43 11,50 1,58 7,16
EC-380 1,98 3,63 4,72 2,68 7,50
EC-390 > 114,51 7,05 5,75 1,76 10,21
AT-015 > 114,51 13,45 3,36 8,74 17,81
AT-030 > 114,51 9,45 3,10 7,31 13,23
AT-087 > 114,51 12,54 5,47 10,40 20,17
AT-102 > 114,51 6,94 2,48 3,30 9,33
AT-117 0,91 7,33 1,14 1,93 5,68
AT-195 1,60 2,26 1,23 2,07 7,00
EC-381 > 114,51 > 355,61 >107,59 >111,33 9,72
EC-384 > 114,51 8,68 >107,59 >111,33 10,17
EC-385 > 114,51 20,49 10,70 2,86 7,98
EC-499 > 114,51 9,94 10,84 6,46 15,77
EC-501 > 114,51 12,60 9,77 4,15 10,10

TET: Tetraciclina; CHL: Cloranfenicol; AMP: Ampicil-lina; AMX: Amoxicil-lina; LEX:

Cefalexina.

TET R: 210,81
CHL R: >24,86

AMP R: >23,53
AMX R: >18,54

LEX R: 225,52
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Taula 4.24. Concentracido Minima Inhibitoria de diferents

antimicrobians per a les soques d'E. coli aillades

d’humans.
CMI (ua/ml)

22 TET CHL AMP AMX LEX
EC-392 4,32 17,13 >107,59 | >111,33 17,81
EC-397 | 114,51 8,10 >107,59 | >111,33 10,96
EC-398 | >11451 | >35561 | >107,59 | >111,33 13,54
EC-399 >114,51 > 355,61 15,08 8,76 26,53
EC-400 > 114,51 45,41 >107,59 >111,33 15,43
EC-401 > 114,51 > 355,61 >107,59 >111,33 > 114,25
EC405 | >11451 | >35561 | >107,59 | 111,33 22,59
EC-406 >114,51 > 355,61 >107,59 >111,33 > 114,25
EC-407 2,88 8,35 >107,59 >111,33 > 114,25
EC-408 | >11451 | >35561 | >107,59 | >111,33 | >114,25
EC-409 >114,51 25,11 >107,59 >111,33 30,95
EC-410 > 114,51 7,55 >107,59 >111,33 > 114,25
EC-411 | >114,51 4,79 >107,59 | 111,33 | >114,25
EC-412 2,73 > 355,61 >107,59 >111,33 >114,25
EC-413 >114,51 49,30 >107,59 >111,33 44,44
EC-414 7,72 > 355,61 >107,59 >111,33 > 114,25
EC-415 | >11451 | >35561 | >107,59 | >111,33 | >114,25
EC-416 > 114,51 > 355,61 >107,59 >111,33 > 114,25
EC-417 2,98 7,68 >107,59 >111,33 30,29
EC418 | >114,51 10,46 >107,59 | 111,33 | >114,25
EC-420 >114,51 18,65 >107,59 >111,33 > 114,25
EC-421 >114,51 21,10 >107,59 >111,33 19,12
EC-422 | >11451 | 35561 | >107,59 | >111,33 9,64
EC-423 2,26 >35561 | 107,50 | >111,33 | >114,25
EC-424 > 114,51 > 355,61 >107,59 >111,33 48,31
EC-425 >114,51 11,03 >107,59 >111,33 12,01
EC-426 > 114,51 166,41 2,27 3,01 9,13
EC-427 >114,51 > 355,61 >107,59 >111,33 16,49
EC-428 2,18 53,79 >107,59 >111,33 17,03
EC-429 2,53 9,01 >107,59 >111,33 11,63
EC-430 | >11451 | > 35561 67,76 > 111,33 6,68
EC-431 >114,51 > 355,61 >107,59 >111,33 14,63
EC-432 2,42 7,37 >107,59 >111,33 12,59
EC-433 2,76 5,47 >107,59 >111,33 15,43
EC-434 > 114,51 > 355,61 >107,59 >111,33 10,21
EC-435 3,35 7,05 >107,59 >111,33 8,86
EC-436 2,96 15,04 4,87 2,32 9,31
EC-437 >114,51 233,46 >107,59 >111,33 8,75
EC-438 3,00 7,53 10,50 4,14 15,87
EC-430 | >11451 | 35561 | 107,59 | >111,33 18,75
EC-440 > 114,51 > 355,61 >107,59 >111,33 17,18
EC-441 3,39 5,66 5,74 4,89 13,75
EC442 | >114.51 5,43 >107,59 | >111,33 5,68
EC-444 | 11451 | 35561 | >107,59 | >111,33 24,19
EC-445 1,40 3,32 >107,59 >111,33 12,30
EC-446 70,26 11,98 >107,59 >111,33 9,49
EC-447 > 114,51 6,94 3,72 3,91 5,22
EC448 | >114,51 23976 | >11050 | >111,33 8,37
EC-449 2,63 5,02 >107,59 >111,33 13,54
EC-450 >114,51 9,27 8,23 4,54 7,23
EC-451 1,91 2,38 >107,59 >111,33 6,93
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Taula 4.24. continuacio

CMI (ua/ml)

SO TET CHL AMP AMX LEX
EC-452 89,81 6,67 6,60 6,01 8,46
EC-453 > 114,51 3,73 >107,59 >111,33 38,09
EC-454 > 114,51 > 355,61 >107,59 >111,33 >114,25
EC-455 > 114,51 > 355,61 >107,59 >111,33 27,22
EC-456 > 114,51 > 355,61 >107,59 >111,33 12,09
EC-457 > 114,51 277,87 >107,59 >111,33 6,84
EC-458 > 114,51 7,12 >107,59 >111,33 17,32
EC-459 > 114,51 > 355,61 >107,59 >111,33 11,41
EC-461 2,00 4,80 >107,59 >111,33 10,25
EC-462 > 114,51 > 355,61 5,62 4,80 10,27
EC-463 > 114,51 11,92 >107,59 >111,33 15,43
EC-464 > 114,51 15,67 >107,59 >111,33 13,93
EC-465 > 114,51 > 355,61 >107,59 >111,33 18,12
EC-467 > 114,51 > 355,61 6,10 4,98 7,58
EC-468 2,93 27,00 5,34 6,01 29,97
EC-469 > 114,51 > 355,61 >107,59 >111,33 14,91
EC-470 > 114,51 4,86 >107,59 >111,33 >114,25
EC-471 > 114,51 3,21 >107,59 >111,33 9,29
EC-472 2,08 10,02 >107,59 >111,33 4,56
EC-473 > 114,51 2,27 >107,59 >111,33 5,78
EC-474 > 114,51 9,01 5,94 1,66 6,64
EC-475 > 114,51 12,10 5,30 8,99 9,61
EC-476 > 114,51 3,59 >107,59 >111,33 10,36
EC-477 > 114,51 8,88 7,07 3,46 9,45
EC-478 2,41 12,33 5,79 7,85 9,25
EC-480 > 114,51 6,36 >107,59 >111,33 12,81
EC-481 4,23 5,91 >107,59 >111,33 10,43
EC-482 > 114,51 12,01 6,25 5,89 17,03
EC-483 > 114,51 9,32 >107,59 >111,33 13,26
EC-484 > 114,51 8,46 3,36 3,75 7,75
EC-485 > 114,51 > 355,61 >107,59 >111,33 32,23
EC-486 > 114,51 46,30 7,85 5,97 13,09
EC-487 > 114,51 107,16 >107,59 >111,33 > 114,25
EC-488 > 114,51 13,65 >107,59 >111,33 50,43
EC-489 4,05 8,54 8,52 5,74 11,56
EC-490 > 114,51 > 355,61 >107,59 >111,33 18,04
EC-491 > 114,51 8,71 >107,59 >111,33 13,60

TET: Tetraciclina; CHL: Cloranfenicol; AMP: Ampicil-lina; AMX: Amoxicillina; LEX:

Cefalexina.
TET R: >10,81 AMP R: >23,53 LEX R: >25,52
CHL R: >24,86 AMX R: >18,54

Tenint en compte si les soques son resistents 0 no a aquests
antimicrobians, s’han definit 13 categories en funcié de l'espectre de
resisténcia i s’han analitzat els resultats obtinguts. ElI primer tret més

destacable d’aquest analisi és que un 21,19% de les soques d’origen animal
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sén sensibles a aquests cinc antimicrobians estudiats, mentre que entre les
d’origen huma aquest percentatge és tan sols del 5,68% (dades no
presentades). En canvi, quan es consideren només les soques resistents a
I'acid nalidixic, ambdds percentatges ja no soén tant diferents, doncs el
percentatge de soques d’origen animal sensibles als cinc antimicrobians és,
en aquest cas, del 13% (Taula 4.25). S’observa també, en aquesta taula,
que la majoria de soques resistents a I'acid nalidixic son multiresistents a
tres 0 a quatre d’aquests antimicrobians, sent la categoria més representada
la K (resistents a tetraciclina, cloranfenicol, ampicil-lina i amoxicil-lina),
seguida de la F (resistents a tetraciclina, ampicil-lina i amoxicil-lina), tant per
les soques d’origen animal com huma. S’ha de ressaltar també que més d’un
16% de les d’origen animal presenten només resisténcia a tetraciclina (B),
mentre que més d’'un 13% de les d’origen huma son resistents als cinc
antimicrobians (N). S’observa també que la resisténcia a cefalexina es troba
sobretot present entre les soques d’origen huma i associada normalment a

altres resisténcies.

Quan en el grup de soques d’origen animal resistents a I'acid nalidixc
s’analitza la resisténcia a aquests altres antimicrobians segons el tipus
d’animal del qual van ser aillades i 'any d’aillament (Taula 4.26) s’observa
que les soques procedents d'au, aillades en anys diferents, son
majoritariament resistents a tetraciclina, ampicil-lina i amoxicil-lina (F). Tant
entre els aillats de bovi com de porc, s’aprecia que la majoria sén, a més a
més, resistents a cloranfenicol (K) i, en ambdos casos, corresponen a
soques aillades preferentment I'any 1997. En canvi, entre els aillats de conill,
la categoria predominant és la B, la qual inclou unicament resistents a

tetraciclina.

Quan es fa el mateix analisi en el grup de soques d’origen huma
(Taula 4.27) s’observa que entre les soques de procedeéncia intrahospitalaria
es troben representades practicament totes les categories. EI mateix
s’aprecia entre les soques de procedencia extrahospitalaria, perd dins
aquest grup cal destacar la presencia de soques resistents a tetraciclina,

cloranfenicol, ampicil-lina i amoxicil-lina (K). Pel que fa a les soques de
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procedéncia no determinada no s’observa tampoc cap categoria molt més

representada que les altres.

Taula 4.25. Distribucio de les soques d’E. coli Nal® segons el patro

resisténcia a diferents antimicrobians.

ORIGEN ANIMAL ORIGEN HUMA
Categoria Resisténcia No. de % No. de %
soques soques
A - 11 13,09 5 5,68
B TET 14 16,67 8 9,09
Cc AMP, AMX 2 2,38 11 12,50
D TET, CHL 3 3,57 4 4,54
E CHL, LEX 0 0,00 1 1,14
F TET, AMP, AMX 18 21,43 14 15,91
G AMP, AMX, LEX 0 0,00 2 2,27
H TET, CHL, LEX 0 0,00 1 1,14
J CHL, AMP, AMX 0 0,00 1 1,14
K TET, CHL, AMP, AMX 32 38,09 19 21,59
L TET, AMP, AMX, LEX 1 1,19 7 7,95
M CHL, AMP, AMX, LEX 0 0,00 3 3,41
N TET, CHL, AMP, AMX, LEX 3 3,57 12 13,64

(TET: tetraciclina, CHL: cloranfenicol, AMP: ampicil-lina, AMX: amoxicil-lina, LEX:

cefalexina)

" Les soques que pertanyen a la categoria A no presenten resisténcia a cap dels

cinc antimicrobians no relacionats estructuralment amb les quinolones.
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Taula 4.26. Distribucio de les soques d’E. coli Nal® d’origen animal segons la seva

procedencia, I'any d’aillament i el patré de resisténcia a diferents antimicrobians.

1994 1996 1997 1998 1999 2000
N° Cat.| N° Cat.| N° Cat.[| N® Cat.| N° Cat.| N° Cat.| TOTAL
Au 1 A 1 A 2 A
2 B 1 B 2 B
2 C
3 D
3 F 2 F 2 F 5 F 2 F 1 F
4 K 2 K
(Total)| (7) 9 (3) 9 (2) (5) 35
Bovi 1 A
1 F 1 F
2 K 6 K
1 N 1 N
(Total)| (0) 4) (7) ) (0) (0) 13
Conill 3 A
2 B 5 B 2 B
1 K
(Total)| (0) (2) 9) 0) 0) (2) 13
Porc 3 A
1 F
16 K 1 K
1 L
1 N
(Total)| (0) 0) (22) 0) 0) (1) 23
TOTAL 7 15 41 11 2 8 84
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Taula 4.27. Distribucié de les soques d’E. coli d’'origen huma segons la seva
procedéncia, l'any d’aillament i el patr6 de resisténcia a diferents

antimicrobians.

1993 1994 1998 1999 2000
N° Cat.| N° Cat.| N° Cat.| N° Cat.| N° Cat.|TOTAL
Intrahosp. 1 A
4 B
3 C
2 D
1 E
1 F 4 F
1 G
3 K
1 L
1 M
1 N 1 N
(Total)| (0) (0) (0) (5) (19) 24
Extrahosp. 4 A
3 B
6 C
2 D
7 F
1 J
1 K 12 K
1 L 3 L
1 M
3 N 3 N
(Total)| (0) (0) (0) (6) 41) 47
N.D. 1 B
1 C 1 C
1 F 1 F
1 G
1 H
2 K 1 K
2 L
1 M
1 N 3 N
(Total)| (2) (4) (8) (0) (3) 17
TOTAL 2 4 8 11 63 88

(Intrahosp.: Intrahospitalaria; Extrahosp.: Extrahospitalaria; N.D.: no determinada)
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Per tal de conéixer si hi ha alguna relacié entre la preséncia de
mutacions i la susceptibilitat a les diferents quinolones amb la
multiresisténcia a altres antimicrobians, s’han analitzat conjuntament els tres
parametres. En aquest analisi es va observar que, independentment del
subgrup al que pertanyin les soques, un 68% de les d’origen animal que no
contenen cap de les mutacions estudiades i s6n majoritariament sensibles a
les quinolones (Grup ), presenten només una resisténcia o cap a algun dels
antimicrobians no relacionats estructuralment amb les quinolones. S’ha de
destacar, pero, que un 29% son resistents a tres o a quatre d’aquests

antimicrobians (dades no presentades).

Pel contrari, pel que fa a les soques d’origen animal i huma resistents
a I'acid nalidixic, també independentment del subgrup al que pertanyin, entre
les que contenen 3 o 4 mutacions, dues en el gen gyrA i una o dues en el
gen parC, (Grups VIl i VIII) s’'observa que el percentatge de multiresistents a
tres, quatre o cinc antimicrobians é€s molt més alt, no trobant-se practicament
cap soca sensible o amb una sola resistencia (Taules 4.28 i 4.29). El mateix
s’aprecia entre els dobles mutants (Grups IV i V), on els percentatges més
alts corresponen a les soques que presenten tres o quatre resisténcies. Aixi
mateix, en aquestes taules es pot apreciar que d’entre els mutants GyrA83
(Grup 1), un 41 i un 26% d'origen animal i huma, respectivament, sén
sensibles o només presenten una unica resisténcia a algun dels
antimicrobians no relacionats estructuralment amb les quinolones. Per altra
banda, un 12 i un 32% de les soques del Grup Il d’origen animal i huma,
respectivament, son resistents a dos antimicrobians, mentre que un 43% ho
sén a tres o quatre antimicrobians amb independéncia del seu origen.
D’entre les soques d’origen animal que presenten una unica mutacié en el
codo 87 del gen gyrA (Grup lll), un 57% son resistents només a tetraciclina
(B). Finalment, assenyalar que el triple mutant d’'origen huma (Grup VI) no
presenta resisténcia a cap dels antimicrobians no relacionats amb les
quinolones i que la soca salvatge (Grup 1) és resistent a ampicil-lina i

amoxicil-lina (C).
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Taula 4.28. Distribucid de les soques d’E. coli Nal® d’origen

animal segons les mutacions que presenten i la resisténcia a

diferents antimicrobians.

No. de No. de
Grup %
resisténcies soques
0 9 26,47
1 5 14,71
2 4 11,76
[}
3 8 23,53
4 7 20,59
5 1 2,94
0 1 14,29
- 1 4 57,14
3 1 14,29
4 1 14,29
1 3 33,33
v 3 1 11,11
4 5 55,55
1 1 7,14
Vv 3 4 28,57
4 9 64,28
0 1 5,00
1 1 5,00
2 1 5,00
Vil
3 4 20,00
4 11 55,00
5 2 10,00

No. de resisténcies Categories

0

1

2
3
4
5

A
B

C,D

F

K, L

N
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Taula 4.29. Distribucié de les soques d’'E. coli d’'origen huma
segons les mutacions que presenten i la resisténcia a diferents

antimicrobians.

No. de No. de
Grup . %
resisténcies soques
| 2 1 100,00
0 3 9,68
1 5 16,13
1 2 10 32,26
3 7 22,58
4 6 19,35
v 3 1 100,00
v 1 1 33,33
4 2 66,67
vi 0 1 100,00
0 1 2,22
1 2 4,44
2 3 6,67
Vil
3 9 20,00
4 19 42,22
5 1 24,44
2 2 33,33
VIl 3 1 16,67
4 2 33,33
5 1 16,67

No. de resisténcies Categories

0 A

1 B

2 C,D,E
3 F.GH,J
4 K,.L,M
5 N
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4.6. RELACIO ENTRE ELS DENDOGRAMES | ELS GRUPS
MUTACIONALS

Un cop classificades totes les soques segons els grups de mutacions,
els subgrups de susceptibilitat a les quinolones i la seva resisténcia a altres
antimicrobians, s’ha procedit a estudiar si hi ha alguna relacié entre aquests
parametres i les agrupacions entre les soques obtingudes en funcié de les
seves CB. Per aix0, s’han construit els dendogrames de similituds relatives
(SR), pero indicant per a cada soca, a més a més, les dades corresponents
al grup mutacional (segons les taules 4.16 i 4.17), al subgrup de
susceptibilitat a les quinolones (segons les taules 4.21 i 4.22) i la seva
resisténcia a altres antimicrobians no relacionats estructuralment amb les
quinolones (segons la taula 4.25). Aixi, per exemple, la soca d’origen huma
denominada “EC_458 00 [Orina/lntrahosp.] VII3 F” és una soca aillada
d’'una mostra d’orina de procedéncia intrahospitalaria ([Orina/lntrahosp.])
'any 2000 (_00), a la que es va assignar el codi EC_458, que presenta una
doble mutacio en el gen gyrA i una altra mutacio en el gen parC i és “molt
resistent” a totes les quinolones (VII3), sent també resistent a tetraciclina,
ampicil-lina i amoxicil-lina (F). En aquests dendogrames el fet que les soques
s’assenyalin amb el mateix color indica que pertanyen al mateix grup
mutacional. Aixd s’ha fet amb I'objectiu de poder observar facilment si les
agrupacions obtingudes segons les CB es relacionen també amb el grup

mutacional.

Els dendogrames obtinguts per a les soques d’E. coli aillades d’animal
i per a les Nal® d’origen animal i huma es mostren, respectivament, a les
figures 4.6, 4.7 i 4.8. En els dendogrames de les figures 4.6 i 4.7 s’observa
com les soques d’E. coli d'origen animal s’agrupen, preferentment, amb
altres soques de les mateixes caracteristiques, és a dir, que presenten les
mateixes mutacions i que, en molts casos, tenen també una similar
susceptibilitat a les quinolones i son resistents als mateixos antimicrobians

no relacionats estructuralment amb les quinolones.
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Figura 4.6. Dendograma de similituds relatives i grups mutacionals per a les
soques d’E. coli aillades d’animal.
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Figura 4.7. Dendograma de similituds relatives i grups mutacionals per a les
soques d’E. coli aillades d’animal Nal®.
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Figura 4.8. Dendograma de similituds relatives i grups mutacionals per a les
soques d’E. coli aillades d’humans.
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Aquesta agrupacié s’observa tant quan s’analitzen totes les soques
(Figura 4.6) com quan es tenen en compte nomeés les resistents a I'acid
nalidixic (Figura 4.7). Es de senyalar, perd, que en aquest Ultim cas
s’obtenen uns grups de relacié una mica diferents que quan s’analitzen totes
les soques. Aixi, per exemple, algunes soques com la EC-122 i la AT-102
estan en el mateix grup, amb un valor de similitud relativa del 94%, que les
soques EC-066 i EC-070 quan en I'analisi s'inclouen només les soques Nal?
(Figura 4.7). Pel contrari, si es consideren totes les soques d’origen animal,
les soques EC-122 i AT-102 es troben en un grup diferent al de les soques
EC-066 i EC-070, quedant ara relacionades amb un valor de SR de tan sols
un 87% (Figura 4.6).

Per a les soques d’origen huma (Figura 4.8) s’observa practicament la
mateixa agrupacié comentada per a les d’origen animal, encara que les
aillades d’humans tenen, majoritariament, valors de similituds relatives

inferiors al 95%.

Per tal de determinar si aquesta agrupacié es manté també quan
s’analitzen les soques per separat segons I'animal de procedéncia o segons
I'any d’aillament de les mostres, s’han construit diferents dendogrames. A la
figura 4.9 es mostren els dendogrames obtinguts per a les soques d’origen
animal separades segons el tipus d’animal del qual provenen. A l'analitzar
les soques aillades d’au i de porc, s’observa una bona agrupacio segons les
mutacions que presenten, mentre que aixo no s’aprecia tan clarament per als
aillats de bovi i de conill. De la mateixa manera, a la figura 4.10 es mostren
els dendogrames obtinguts per a les soques d’origen animal separades
segons l'any d’aillament. En aquests dendogrames es torna a observar molt
bé I'agrupacio de les soques per grups de mutacions, a excepcié de les

aillades 'any 1996, amb les que no s’aprecia una relacio tan clara.
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Figura 4.9. Dendogrames de similituds relatives i grups mutacionals de les soques

d’E. coli d’origen animal, segons el tipus d’animal.
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Figura 4.10. Dendogrames de similituds relatives i grups mutacionals de les soques

d’E. coli d’origen animal, segons I'any d’aillament.
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Pel que fa a les soques aillades d’humans, també s’ha volgut
determinar si I'agrupaci6 es manté a l'analitzar les soques per separat
segons la procedéncia de les mostres o segons I'any en el que van ser
aillades. A la figura 4.11 es mostren els dendogrames obtinguts per a les
soques d’origen huma separades segons la procedéncia de les mostres. En
aquest cas s’observa molt bé com aquestes soques també s’agrupen
preferentment per grups de mutacions. Aixi mateix, a la figura 4.12 es mostra
el dendograma obtingut per a les soques d’origen huma aillades I'any 2000,
apreciant-se també que els grups formats segons les CB inclouen

fonamentalment un grup mutacional determinat.

Figura 4.11 Dendogrames de similituds relatives i grups mutacionals de les

soques d’'E. coli d’'origen huma, segons la procedencia de les mostres.
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Figura 4.12. Dendograma de similituds relatives i grups mutacionals de les

soques d’E. coli d’origen huma aillades I'any 2000.
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PART B. Salmonella typhimurium

4.7. CINETIQUES BIOQUIMIQUES

S’ha estudiat tot el conjunt de soques de S. typhimurium Nal® d’origen
animal (Taula 3.3), més les dues soques Nal® i la soca de colleccio
mitjangant la técnica de Cinétiques Bioquimiques (CB), amb I'objectiu de
conéixer, tal com s’ha fet per a les soques d’E. coli, el grau amb el que estan
relacionades. Aixi, s’han construit diferents dendogrames de similituds
relatives (SR) en funcié de les CB obtingudes. Per a les soques de S.
typhimurium, pero, el punt de tall en el grau de SR s’ha establert en el 93%,
per ser d’aquesta manera com s’han obtingut els millors resultats a I'hora
d’agrupar soques de S. typhimurium d’origen animal, tenint en compte la
procedéncia de les mostres i I'any en el que van ser aillades (M. Saco,
comunicacié personal). A les figures 4.13 i 4.14 es mostren els dendogrames
obtinguts per a les soques de S. typhimurium, indicant per a cada soca,
excepte la de col-leccio, el seu codi, I'any d’aillament i el tipus d’animal del
qual va ser aillada. Aixi, la soca denominada “S-4407_ 94 [Au]” és una soca
aillada d’au ([Au]) 'any 1994 (_94) i a la que es va assignar el codi S-4407.
Aquests dos dendogrames difereixen en que en el primer un mateix color en
el nom de les soques indica que van ser aillades del mateix tipus d’animal

mentre que en el segon mostra que van ser aillades en el mateix any.

L’analisi dels dendogrames mostra un elevat grau de relacié entre les
soques de S. typhimurium utilitzades en aquest treball, distingint-se grups
amb valors de SR superiors al 93% que contenen un gran nombre de
soques. També s’observa molt clarament que les soques s’agrupen segons

el tipus d’animal del qual provenen i segons 'any en el que van ser aillades.
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L] 0 95 mr SR

§-4407_94 [ du]
5438594 [Tortuga]
5-4411_94 [ An]
5442194 [ ]
5-4416_94 [A]
5442594 [ An]
5438294 [Tortuga]
5439694 [Tortaga]
5438094 [Tortuga]
§-4427_94 [ ]
5438494 [Torbaga]
§-5720_97 [ Cardl]
5572297 [ Canll]
5572397 [ Canill]
§-5715_97 [ Carl]
5-5716_97 [ Candll]
55717 97 [Canill]
5571997 [ Carll]
§-E718 97 [ Candll]
559397 [Bowi]
5625494 [ ]
551395 [ Au]
5572197 [ Candll]
55949 97 [Bowi]
5593597 [Bowi]
§-6202_ 9% [ Cardll]
§-5947_97 [Bowi]
5581497 [ Conll]
§-5973_ 97 [ Cardll]
| 5553297 [ ]
§-58T3 97 [Au]
5435494 [ d]
§-423 93[O
§-6247 93 [ 0vi]

5-53012_97 [Porc]

S-58013 97 [Pore]

5-6143 98 [Pore]

5-3286_92 [Tortuga]
—1

55804 97 [Porc]
§-5995_97 [Porc]
§-5711_97 [Forc]
5571097 [Porc]
5556197 [Forc]
— 5573997 [Porc]
] §-5853 97 [Porc]
§-5559_97 [Forc]
§-5867_97 [Porc]
55790 97 [Porc]
§-5557_97 [Forc]
— 5580197 [Porc]
55527 97 [Porc]
§-5974 97 [Forc]
5571297 [Porc]

5-6811_97 [Farc]
— 1 3-5812_97 [Parc]

5-4974_95 [ Canl]
§-4973_95 [ Cardll]
55734 97 [ Candll]

§-623 99 [ Conill]
L S5E77 %6 [Cordl
55943 97 [Bowi]
5590397 [Bowi]
5553097 [ du]
LT:

Figura 4.13. Dendograma de similituds relatives i tipus d’animal per a les
soques de S. typhimurium.
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$-4407_94 [ ]
$-4389 94 [Torhaga]
54411 94 [ ]
$-442 194 [ ]
$-4416_94 [An]
$-4425 94 [ ]
$-4352_94 [Tortaga]
$-4395_94 [Torhaga]
$-4380 94 [Tortagal
$-4427 94 ]
5-4384_94 [Torhaga]
$-572097 [ Corl]
S-572 a7 [ Cordl]
S-5723 97 [ Cordl]
$-5715_97 [ Cordl]
S-5716_97 [ Cordl]
$-5T17_97 [ Cordl]
S-5719_97 [ Cordl]
S-5714_97 [ Cordl]
$-5934_97 [E o]
5525495 ]

§-5721_97 [ Cordl]
$-5949_97 [B o]
$-5935_97 [B o]
$-520295 [ Cordl]
$-5947 97 [B o]
$-551497 [ Cordl]
$-5974_97 [ Cordl]
$-583297 [Aw)]

SR8 97 [An]

$-4354_94 [ ]

$-E242_99 [0i]
$-580%_97 [Porc]
$-5803 97 [Forc]
$-5143 99 [Pore]
$-3286_92 [Tortagal
$-5504_97 [Parc]
$-5995_97 [Porc]
$-571197 [Parc]
$-5710_97 [Fare]
$-5561_97 [Porc]
$-5739 97 [Forc]
$-5554 97 [Fore]
$-5559_97 [Porc]
$-5867 97 [Farc]
$-5784 97 [Porc]
$-5857_97 [Porc]
$-550197 [Parc]
$-5527_97 [Forc]
$-5974_97 [Porc]
$-5712_97 [Farc]
$-5511 97 [Porc]
$-581297 [Parc]

$-5734_97 [ Cordl]
$-£230 95 [ Cordl]
$-5ETT_96 [ Cordl]
$-5943_97 [B o]
$-R903_97 [E o]
$-583097 ]
LT?

Figura 4.14. Dendograma de similituds relatives i any d’aillament per a les

soques de S. typhimurium.
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4.8. SUSCEPTIBILITAT A QUINOLONES

Amb l'objectiu de conéixer la susceptibilitat a quinolones de les
soques de S. typhimurium estudiades, s’han realitzat antibiogrames
mitjangant el métode de difusi6 amb discs impregnats d’antibiotics. A la taula
4.30 es mostren les concentracions minimes inhibitories (CMls), en ug/ml,
de la norfloxacina, I'enrofloxacina i la ciprofloxacina per a cada soca,
ressaltant-se en negreta els valors de CMI que indiquen resisténcia a una

fluoroquinolona en concret.

Taula 4.30. Concentracid6 Minima Inhibitoria de les
diferents fluoroquinolones per a les soques de S.

typhimurium Nal®.

CMI (ng/ml)
i NOR ENSR CIP
S-3286 > 57,35 > 38,67 >43,08
S-4233 1,63 1,49 0,32
S-4354 1,81 0,78 0,38
S-4380 1,40 0,44 0,31
S-4382 1,76 1,39 0,37
S-4384 1,30 1,69 0,21
S-4386 1,49 0,40 0,38
S-4388 1,78 0,83 0,47
S-4407 0,85 1,53 0,40
S-4411 2,05 1,48 0,61
S-4416 2,08 0,75 0,66
S-4421 1,11 1,12 0,66
S-4426 2,92 1,11 0,68
S-4427 1,03 0,73 0,14
S-4973 0,54 0,37 0,32
S-4974 1,01 0,40 0,27
S-5138 1,91 1,12 0,21
S-5677 1,63 0,86 0,24
S-5710 2,45 0,69 0,53
S-5711 3,36 0,92 0,29
S-5715 1,00 0,28 0,17
S-5716 1,08 0,46 0,30
S-5717 0,67 0,63 0,14
S-5718 0,40 0,35 0,21
S-5719 0,68 0,40 0,12
S-5720 0,51 0,52 0,11
S-5721 0,44 0,38 0,12
S-5722 0,66 0,68 0,18
S-5723 0,63 0,56 0,19
S-5734 1,02 0,60 0,17
S-5739 2,28 1,66 0,37
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Taula 4.30. continuacio

CMI (ug/ml)
Soca NOR ENgR cIP
S-5788 1,69 0,82 2,01
S-5801 5,86 1,56 0,76
S-5802 4,41 2,25 0,73
S$-5803 4,42 1,34 0,48
S-5804 5,15 1,53 0,28
S-5811 2,09 1,73 0,56
S-5812 6,22 0,71 0,47
S-5814 0,70 0,29 0,17
S-5827 0,14 0,09 0,08
S-5830 0,70 0,29 0,23
S-5832 0,70 0,48 0,15
S-5833 0,51 0,52 0,31
S-5857 2,23 1,61 0,83
S-5858 1,79 0,52 0,67
S-5859 6,79 1,63 0,72
S-5861 4,45 1,74 0,70
S-5867 4,04 0,92 0,65
S$-5903 3,05 1,60 1,13
S-5935 0,42 0,43 0,48
S-5938 0,57 0,36 0,24
S-5947 1,65 0,52 0,10
S-5948 1,37 0,44 0,16
S-5949 0,67 0,54 0,33
S-5974 5,75 0,09 0,40
$-5995 1,32 1,45 0,64
S-6143 3,85 1,01 0,62
S-6202 0,28 0,15 0,11
S-6238 0,35 0,87 0,09
S-6242 0,25 0,36 0,14
S-6254 0,33 0,38 0,14

NOR: Norfloxacina; ENR: Enrofloxacina; CIP: Ciprofloxacina

NOR S: <6,31
ENR S: <1,63
CIP S: <1,36

NORI: >6,31-<16,25
ENRI: >1,63-<5,16
CIP I: >1,36-<4,79

(S: sensible, I: intermig, R: resistent)

NOR R: 216,25
ENR R: >5,16
CIP R: 24,79

Els valors de CMIs obtinguts s’han utilitzat per a classificar les soques

estudiades tenint en compte la seva susceptibilitat a les fluoroquinolones,

distingint entre R (resistent), | (intermig) i S (sensible). Com es mostra a la

taula 4.31, gairebé tots els aillats son sensibles als tres compostos. De fet,

nomeés una soca, aillada de tortuga l'any 1992, és resistent a les tres

fluoroquinolones. De les set soques amb nivells de susceptibilitat intermitjos
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a algun d’aquests antimicrobians, sis son aillats de porc I'any 1997 i l'altra

procedeix de tortuga i va ser aillada I'any 1994.

Taula 4.31. Distribucié de les soques de S. typhimurium Nal® segons

la susceptibilitat a les fluoroquinolones.

Susceptibilitat
No. de soques %
(CMI, pg/ml)
R
1 1,64
= (=16,25)
e i
X 1 1,64
Q | (>6,31-<16,25)
‘€
9 S
= 59 96,72
(<6,31)
R 1 1,64
P (>5,16) ’
©
T |
5 5 8,20
= (>1,63-<5,16)
o
c S
I 55 90,16
(<1,63)
R
© 1 1,64
= (=4,79)
(&)
o |
> 1 1,64
= (>1,36-<4,79)
o
2 S
o 59 96,72
(<1,36)

(R: resistent, I: intermig, S: sensible)

(LT2, soca de col.leccié: Nall, NorS, EnroS i CiproS)
(S-5712 i S-5978, controls: NalS, NorS, EnroS i CiproS)
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4.9. DETECCIO DE MUTACIONS EN EL GEN gyrA

En aquesta part del treball, s’ha determinat la sequéncia de la regio
QRDR del gen gyrA de les diferents soques de S. typhimurium estudiades i
s’han desenvolupat dues metodologies diferents per tal de detectar la
preséncia de mutacions en els codons 83 i 87 d’aquest gen, evitant la
necessitat de sequenciar la regi6é. Cal indicar que no s’ha estudiat la regid
QRDR del gen parC, donat que fins al moment no hi ha descrita cap mutacio

en aquest gen que es relacioni amb la preséncia de resisténcia a quinolones.

Aixi, s’ha sequenciat la regi6 QRDR del gen gyrA de les 64 soques de
S. typhimurium estudiades, s’ha analitzat la sequéncia obtinguda i s’ha
deduit la sequéncia d’aminoacids corresponent a la regi6 QRDR del gen
gyrA de cada soca. A la taula 4.32 es mostren els residus d’aminoacids
deduits per als codons 83 i 87 de la proteina GyrA. Pel que fa a les
mutacions en aquestes posicions, les majoritaries sén la transversio CG —
AT i la transiciéd GC — AT en els codons 83 i 87, respectivament, que donen
lloc als canvis Ser83 — Tyr i Asp87 — Asn, no havent-se detectat cap
mutacié silenciosa. A l'analitzar la distribucié d’aquests canvis en les
diferents soques de S. typhimurium, s’observa que cinc soques no presenten
mutacié en cap de les dues posicions, mentre que les altres son mutants en

el codo 83 (20) o en el 87 (39), no trobant-se cap doble mutant.

Com a alternativa al metode de sequenciacié per a la deteccidé de
mutacions en els codons 83 i 87 del gen gyrA de S. typhimurium, s’han
desenvolupat dues metodologies diferents: la hibridacié de colonies amb
sondes especifiques i la PCR a temps real per a la detecci6 fluorimétrica
de les mutacions. Mentre que en la primera no és necessari obtenir DNA, ja
que es treballa directament des de colonia, la segona s’ha posat a punt a
partir de DNA cromosomic. De totes maneres, s’ha comencgat a provar el

meétode des de coldnia, obtenint-se uns molt bons resultats preliminars.
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Taula 4.32. Variabilitat en la sequéncia de DNA de la regio

QRDR del gen gyrA en les soques de S. typhimurium.

Aminoacid (Codd) No. de soques

Posicié 83

Ser83 (TCC) 44

Tyr83 (TAC) 14

Phe83 (TTC) 6
Posicié 87

Asp87 (GAC) 25

Asn87 (AAC) 22

Gly87 (GGC) 17

El primer métode, com s’ha dit, ha estat el d’hibridacié de colonies
amb una sonda especifica (SalSer83, descrita a I'apartat de Materials i
Meétodes) que conté la sequéncia salvatge de la regi6 de DNA que comprén
el codo 83. A diferéncia de les sondes dissenyades per a detectar mutacions
en E. coli, aquesta sonda no esta centrada en la posicio on es vol detectar la
mutacio, ja que s’ha dissenyat de tan sols 18 nucledtids, per tal d’evitar la
formacié d’estructures secundaries. Per tant, amb la hibridacié de coldnies
amb la sonda SalSer83 es pretén diferenciar les soques salvatges de les
mutants en aquesta posicié. No s’ha estudiat amb aquest metode, fins al
moment, la preséncia de mutacions en la posicié 87 del gen gyrA de S.

typhimurium.

Per a desenvolupar aquest métode, inicialment es van triar algunes
soques, tant salvatges com mutants, i es va procedir a determinar les millors
condicions d’hibridacid, sent 48°C la temperatura d’hibridacié amb la que
s’han obtingut millors resultats. Seguidament, s’ha procedit a la hibridacié de

les colonies de totes les soques amb la sonda SalSer83. Amb els resultats
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obtinguts s’ha determinat el grau de sensibilitat i d’especificitat de la
sonda, el qual ha estat d’'un 77 (34/44) i d’'un 90% (18/20), respectivament.
Aix0 indica que a través de la hibridacié de colonies de S. typhimurium amb
la sonda SalSer83 es pot determinar la preséncia d’'una sequéncia salvatge
o la presencia de mutacio en la posicié 83 del gen gyrA amb un elevat grau
de fiabilitat.

El segon métode desenvolupat ha estat el de deteccié de mutacions
per PCR a temps real, que permet la deteccidé fluorimétrica de les
mutacions, tal com s’ha explicat a I'apartat de Materials i Métodes. Els
resultats obtinguts (Tm) per a totes les soques de S. typhimurium d’origen
animal estudiades, després d’haver posat a punt el métode amb unes
poques soques utilitzades com a control, entre les que s’inclou la soca de
col-leccié LT2, mostren que les soques que contenen el mateix codo en les
posicions 83 i 87 del gen gyrA presenten una T, similar (dades no
presentades). Per tal de fer més complert aquest analisi, s’ha determinat
també la T, de tres soques, proporcionades pel Dr. Ernesto Liebana
(Veterinary Laboratories Agency — Weybridge, Regne Unit), que contenen la
mutacido Asp87 — Tyr en el gen gyrA. Aquesta mutacié s’ha descrit en
poques ocasions i no s’ha trobat, entre les soques de S. typhimurium

analitzades en aquest treball, cap portadora d’aquest canvi.

Per tal d’intentar establir si mitjancant aquest métode es poden
diferenciar els diferents codons mutants del salvatge, s’ha calculat el promig i
la desviacio estandard dels valors de T, obtinguts en cada cas, i s’ha utilitzat
com a criteri per establir un interval el valor donat pel doble de la desviacié
estandard (Garcia de Viedma et al., 2002). A la taula 4.33 es mostren
aquests valors per a cada mutacio, incloent la Asp87 — Tyr, aixi com per a
la sequencia salvatge en els codons 83 i 87 del gen gyrA. A la figura 4.15 es
mostren graficament els valors de T, obtinguts per una soca salvatge i pels
diferents mutants. Els resultats obtinguts indiquen que es poden diferenciar

clarament les soques salvatges i els mutants Asp87 — Gly i Ser83 — Tyr
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dels canvis Ser83 — Phe, Asp87 — Asn i Asp87 — Tyr. En canvi, per aquest
meétode, amb les soques portadores d’aquests tres canvis s’obtenen valors
de Tn, que es solapen, tot i que les que presenten la mutacié Ser83 — Phe
tenen, en general, uns valors de T, inferiors als de les que contenen els
canvis Asp87 — Asn i Asp87 — Tyr. Caldria una altra sonda, especifica per

alguna d’aquestes mutacions, o un altre métode diferent per a poder

diferenciar aquests dos canvis.

Taula 4.33. Valors de T, i interval de confianga de la sequéncia salvatge

i de les mutants en el gen gyrA de S. typhimurium.

Tm (°C)
Rl 2 Promig INTERVAL

sequenciacio
Ser83 — Tyr 61,38 61,12 61,63
Ser83 — Phe 61,97 61,82 62,11
Asp87 — Asn 62,22 61,02 62,52
Asp87 — Tyr 62,39 62,23 62,55
Asp87 — Gly 63,39 62,95 63,83

wt 68,14 67.65 68,62
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—_—wt ——Asp-87-Tyr Ser-83-Tyr
Ser-83-Phe Asp-87-Gly ———As p-87-Asn

0.0195 -

0.0165 -

0.0135 4

0.0105 4

0.0075

0.0045 -

Fluorescencia -d(F2/back F1)/dT

0.0015 4

-0.0015 . T ; T

57 58 59 60 61 62 63 64 65 66 68 69 70 71
Tem peratura

Figura 4.15. Representacié grafica dels valors de T, obtinguts mitjangant

PCR a temps real per a una soca salvatge i pels diferents mutants.

4.10. RELACIO ENTRE LES MUTACIONS EN LA REGIO QRDR DEL GEN
gyrA | LA SUSCEPTIBILITAT A QUINOLONES

Una vegada conegudes les diferents mutacions en els codons 83 i 87
del gen gyrA i la susceptibilitat de les diferents soques de S. typhimurium a
les quinolones, s’ha procedit a establir les possibles relacions entre ambdés
parametres. A la taula 4.34 es mostra la classificacid de les soques de S.
typhimurium segons la mutacié que presenten en el gen gyrA. Pel que fa a la
sequeéncia de la regié QRDR, s’han distingit tres grups. El Grup | correspon a
la sequéncia salvatge, mentre que el Grup Il i el Grup Ill als mutants en els

codons 83 i 87, respectivament.

En el Grup | s’'inclouen les dues soques sensibles a les quinolones i la
LT2 que presenta un nivell de susceptibilitat a I'acid nalidixic (la), i també

una soca resistent a aquest antimicrobia aixi com una altra resistent a totes
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les quinolones (Ib). EI Grup Il, que representa un 31,25% del total, conté
aillats amb uns nivells de susceptibilitat a totes les quinolones forca similars,
independentment del tipus de mutacié en aquesta posicié. En el Grup |l
s’inclouen la majoria de les soques estudiades, amb un percentatge del
60,94%. Es de destacar que en aquest grup es troben sis dels set aillats que
presenten un nivell de susceptibilitat intermig a alguna de les tres
fluoroquinolones i que, a més a més, aquestes soques presenten

concretament la mutacié Asp87 — Asn (llla).

Taula 4.34. Classificacié de les soques de S. typhimurium segons les

mutacions que presenten.

Grup Mutant Canvi d’aminoacid No. de %
soques

- (la) 3 4,69

I - - (Ib) 2 3,12
(total) 5 7,81
Ser83 — Tyr (lla) 14 21,87

] 83 (gyrA) Ser83 — Phe (lIb) 6 9,38
(total) 20 31,25
Asp87 — Asn (llla) 22 34,38
]} 87 (gyrA) Asp87 — Gly (lllb) 17 26,56
(total) 39 60,94

Per altra banda, a la taula 4.35 es mostra la distribucio de les soques
estudiades en funcio dels grups mutacionals, la seva procedéncia i I'any
d’aillament. En ella es pot observar que totes les procedents d’au i més d’un
83% de les procedents de tortuga sén mutants en el codo 83 (Grup II),
mentre que més d'un 80% dels aillats de bovi, conill i porc contenen una
unica mutacié en el codé 87 (Grup lll). Pel que fa a I'any d’aillament, s’ha de

destacar que totes les soques aillades I'any 1994 presenten una unica
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mutacio en el codd 83 (Grup II), mentre que un 82,5% de les aillades 'any

1997 sén mutants en el codo 87 (Grup IlI).

Taula 4.35. Distribucio de les soques de S. typhimurium segons la seva

procedeéncia, I'any d’aillament i les mutacions que presenten.

Any d’aillament
Grup | Procedéncia| 1992 | 1993 | 1994 | 1995 | 1996 | 1997 | 1998 SU('g/t;ltal T(()J';\L
Au 0 0 0 0 0 0 0 0
(0,00)
Bovi 0 0 0 0 0 0 0 0
(0,00)
Conill 0 0 0 0 0 1 0 1
(5,88) 5
| Ovi 0 0 0 0 0 0 0 0
(0,000 | (7,81)
Porc 0 0 0 0 0 2 0 2
(10,00)
Tortuga 1 0 0 0 0 0 0 1
(16,67)
Col-leccié - - - - - - - 1
(100,00)
Au 0 0 7 1 0 3 1 12
(100,00)
Bovi 0 0 0 0 0 1 0 1
(16,67)
Conill 0 0 0 0 1 0 1 2
(11,76) 20
| Ovi 0 0 0 0 0 0 0 0
(0,000 | (31,25)
Porc 0 0 0 0 0 0 0 0
(0,00)
Tortuga 0 0 5 0 0 0 0 5
(83,33)
Col-leccidé - - - - - - - 0
(0,00)
Au 0 0 0 0 0 0 0 0
(0,00)
Bovi 0 0 0 0 0 5 0 5
(83,33)
Conill 0 0 0 2 0 11 1 14
(82,35) 39
[ Ovi 0 1 0 0 0 0 1 2
(100,00) | (60,94)
Porc 0 0 0 0 0 17 1 18
(90,00)
Tortuga 0 0 0 0 0 0 0 0
(0,00)
Col-leccio - - - - - - - 0
(0,00)
64

*Percentatge respecte al total de soques aillades de cada procedéncia.

No. total de soques — Au: 12; Bovi: 6; Conill: 17; Ovi: 2; Porc: 20; Tortuga: 6; Col-leccié: 1.
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4.11. SUSCEPTIBILITAT A ALTRES ANTIMICROBIANS

Malgrat I'elevada susceptibilitat de les soques de S. typhimurium a les
fluoroquinolones, s’ha estudiat també la seva susceptibilitat a tetraciclina,
cloranfenicol, ampicil-lina, amoxicil-lina i cefalexina, mitjangant el metode de
difusi6 amb discs impregnats d’antibidtics. A la taula 4.36 es mostren les
concentracions minimes inhibitories (CMls), en pg/ml, d’aquests cinc
antimicrobians, destacant-se en negreta aquells valors de CMI que indiquen
resisténcia. Es de destacar que la majoria de soques analitzades son
resistents a la tetraciclina i que, en molts casos, ho sén també al
cloranfenicol, I'ampicil-lina i 'amoxicil-lina, mentre que cap és resistent a la
cefalexina. De fet, quan s’estudia la distribucié dels aillats de S. typhimurium
segons la seva resisténcia als cinc antimicrobians estudiats, es poden
incloure tots ells en 5 categories, les quals es mostren a la taula 4.37. En
aquesta taula s’observa que un 19,67% son només resistents a la tetraciclina
i que un 67,21% ho son, a més a més, al cloranfenicol, I'ampicil-lina i

I'amoxicil-lina.

Taula 4.36. Concentracido Minima Inhibitoria de diferents

antimicrobians per a les soques de S. typhimurium NalR.

CMI (ua/mi)
2R TET CHL AMP AMX LEX
S-3286 > 114,51 > 355,61 >107,59 >111,33 4,83
S-4233 > 114,51 > 355,61 >107,59 >111,33 7,60
S-4354 > 114,51 3,64 3,95 1,81 7,09
S-4380 > 114,51 > 355,61 >107,59 >111,33 5,17
S-4382 > 114,51 > 355,61 >107,59 >111,33 4,62
S-4384 >114,51 | 535561 | 107,59 | >111,33 5,04
S-4386 > 114,51 > 355,61 >107,59 >111,33 7,09
S-4388 > 114,51 > 355,61 >107,59 >111,33 6,00
S-4407 >114,51 | 535561 | 107,59 | >111,33 5,49
S-4411 > 114,51 > 355,61 >107,59 >111,33 6,13
S-4416 > 114,51 > 355,61 >107,59 >111,33 5,88
S-4421 > 114,51 > 355,61 >107,59 >111,33 6,16
$-4426 >114,51 | 535561 | >107,59 | >111,33 9,21
S-4427 > 114,51 > 355,61 >107,59 >111,33 6,48
S-4973 > 114,51 > 355,61 >107,59 >111,33 7,83
S-4974 >114,51 | 35561 | >107,59 | >111,33 6,94
S-5138 2,60 2.72 >10759 | >111,33 7,44
S-5677 > 114,51 > 355,61 >107,59 >111,33 8,79
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Taula 4.36. continuaci6

CMI (ug/ml)
gt TET CHL AMP AMX LEX
S-5710 > 114,51 > 355,61 >107,59 >111,33 8,86
S5711 >114,59 | >35561 | >107,59 | >111,33 7,86
S-5715 61,71 6,80 4,35 1,13 7,53
S-5716 48,51 5,93 5,78 1,24 8,60
S-5717 42,51 2,60 3,49 1,89 7,40
S-5718 2,05 5,08 2,79 1,90 8,49
S-5719 42,51 3,89 4,07 1,07 7,66
S-5720 44,56 3,59 1,74 0,67 20,60
S-5721 41,13 4,59 4,41 1,77 7,86
S-5722 39,51 3,84 4,09 1,88 6,51
S-5723 > 114,51 6,43 4,68 2,20 10,17
S-5734 >114,51 > 355,61 >107,59 >111,33 11,96
$-5739 >114,51 | >35561 | >107,59 | >111,33 12,06
S-5788 >11451 | >35561 | >107,59 | >111,33 10.12
S-5801 > 114,51 > 355,61 >107,59 >111,33 8,46
$-5802 >114,51 | >35561 | 107,59 | >111,33 9,01
$-5803 >11451 | >35561 | >107,59 | >111,33 9,00
S-5804 > 114,51 > 355,61 >107,59 >111,33 4,91
S-5811 >114,51 > 355,61 >107,59 >111,33 8,90
$-5812 >114,51 | >35561 | >107,59 | >111,33 6,91
S-5814 56,42 3,59 1,13 0,67 5,70
S-5827 >114,51 > 355,61 >107,59 >111,33 5,70
S-5830 2,07 2,82 >107,59 >111,33 4,60
S-5832 3,33 3,59 >107,59 | >111,33 10,70
S-5833 1,64 3,59 >107,59 >111,33 5,70
S-5857 >11451 | >35561 | 107,59 | >111,33 6,48
S-5858 >114,51 | >35561 | >107,59 | >111,33 1,95
S-5859 >114,51 > 355,61 >107,59 >111,33 8,07
S-5861 >114,51 > 355,61 >107,59 >111,33 8,98
S-5867 >114,51 | >35561 | >107,59 | >111,33 6,37
$-5903 >11451 | >35561 | >107,59 | >111,33 7,66
S-5935 > 114,51 > 355,61 1,79 1,17 8,57
S-5938 >114,51 > 355,61 2,49 1,23 7,93
$-5947 >11451 | 535561 | 107,59 | >111,33 8,35
S-5948 > 114,51 > 355,61 >107,59 >111,33 7,73
$-5049 >11451 | > 355,61 4,15 1,24 6,86
S-5074 >114,59 | >35561 | 107,59 | >111,33 7,66
$-5995 >11451 | >35561 | >107,59 | >111,33 8,10
S-6143 >114,51 > 355,61 >107,59 >111,33 10,21
S-6202 38,23 2,25 1,42 2,60 10,98
$-6238 >11451 | 35561 | >107,59 | >111,33 10,43
S-6242 42,71 6,33 1,85 1,88 8,53
S-6254 >114,51 | >35561 | 107,59 | >111,33 9,13

TET: Tetraciclina; CHL: Cloranfenicol; AMP: Ampicil-lina; AMX: Amoxicil-lina; LEX:

Cefalexina.

TET R: 210,81
CHL R: >24,86

Altres soques:

AMP R: >23,53 LEX R: 225,52
AMX R: >18,54

LT2 (TET: 5,27; CHL: 13,68; AMP: 8,14; AMX: 1,52; LEX: 10,39)
S-5712 (TET: >114,51; CHL: >355,61; AMP: >107,59; AMX: >111,33; LEX: 5,06)
S$-5978 (TET: 33,65; CHL: 3,20; AMP: 3,77; AMX: 1,07; LEX: 11,31)
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Taula 4.37. Distribucié de les soques de S. typhimurium Nal® segons el

patré de resisténcia a diferents antimicrobians.

No. de
Categoria Resisténcia %
soques
A - 1 1,64
B TET 12 19,67
C AMP, AMX 4 6,56
D TET, CHL 3 4,92
K TET, CHL, AMP, AMX 41 67,21

(TET: tetraciclina, CHL.: cloranfenicol, AMP: ampicil-lina, AMX: amoxicil-lina)

Quan en el grup de soques de S. typhimurium s’analitza la resisténcia
a aquests altres antimicrobians segons el tipus d’animal a partir del qual van
ser aillades i I'any d’aillament (Taula 4.38) s’observa que les soques
procedents d’au sén majoritariament resistents a tetraciclina, cloranfenicol,
ampicil-lina i amoxicil-lina (K) i corresponen preferentment a aillats de I'any
1994. En canvi, les de conill majoritariament soén resistents només a
tetraciclina (B) i corresponen basicament a aillats de I'any 1997, i totes les de
porc i tortuga sén multiresistents a tetraciclina, cloranfenicol, ampicil-lina i
amoxicil-lina (K), sent aillades preferentment lany 1997 i 1994,

respectivament.
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Taula 4.38. Distribucié de les soques de S. typhimurium Nal® segons la seva

procedeéncia, I'any d’aillament i el patré de resisténcia a diferents antimicrobians.

1992 1993 1994 1995 1996 1997 1998
N° Cat.| N° Cat.| N° Cat.| N° Cat.| N° Cat.| N° Cat.| N° Cat.| TOTAL
Au 1 B
1 C 3 C
6 K 1 K
(Total)| (0) (0) (7) (1) (0) (3) (1) 12
Bovi 3 D
3 K
(Total)| (0) (0) (0) (0) (0) (6) (0) 6
Conill 1 A
B 1 B
2 K 1 K 1 K 1 K
(Total)| (0) (0) (0) 2) (1) (11) 2) 16
Ovi 1 B
1 K
(Total)| (0) (1) (0) (0) (0) (0) (1) 2
Porc 18 K 1 K
(Total)| (0) (0) (0) (0) (0) (18) (1) 19
Tortuga| 1 K 5 K
(Total)| (1) (0) ) (0) (0) (0) (0) 6
TOTAL 1 1 12 3 1 38 5 61

Pel que fa a la preséncia de resisténcia a altres antimicrobians no
relacionats estructuralment amb les quinolones entre les soques que
pertanyen a cada grup mutacional (Taula 4.39) s’ha de destacar que d’entre
les dues soques del Grup | que no presenten cap mutacié i son sensibles a
les quinolones, 'aillada de conill (S-5978) és només resistent a la tetraciclina
mentre que la de porc (S-5712) ho és també al cloranfenicol, I'ampicil-lina i

'amoxicil-lina. La soca de col-leccié LT2 no presenta cap resisténcia. Les
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altres dues soques del mateix grup resistents a l'acid nalidixic, tant la
sensible a les tres fluoroquinolones com la resistent, son també
multiresistents a tetraciclina, cloranfenicol, ampicil-lina i amoxicil-lina. Es de
remarcar que tots els mutants Ser83 — Tyr i la major part dels Asp87 — Asn
sén també resistents a aquests antimicrobians, mentre que un 67% dels
Ser83 — Phe sén resistents només a dos i un 65% dels Asp87 — Gly ho sén

nomeés a tetraciclina.

Taula 4.39. Distribuci6 de les soques de S. typhimurium segons les

mutacions que presenten i la resisténcia a diferents antimicrobians.

No. de No. de
Grup | Canvi d’aminoacid L %
resisténcies soques
0 1 20,00
I - 1 1 20,00
4 3 60,00
Ser83 - Tyr 4 14 100,00
] 1 1 16,67
Ser83 —» Phe 2 4 66,67
16,67
2 1 4,55
Asp87 —> Asn
4 21 95,45
[} 0 1 5,88
Asp87 = Gly 1 11 64,71
2 11,76
4 17,65

No. de resisténcies Categories

0 A
1 B
2 C,D
4 K
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412. RELACIO ENTRE ELS DENDOGRAMES | ELS GRUPS
MUTACIONALS

Un cop classificades les soques de S. typhimurium segons la mutacio
que presenten i tenint en compte també la seva resisténcia a altres
antimicrobians no relacionats estructuralment amb les quinolones, s’ha
procedit a estudiar la possible relacié entre aquests dos parametres i les
agrupacions que s’obtenen en funcié de les CB. Aixi, s’han construit els
dendogrames de similituds relatives (SR), pero afegint, a més a mes, les
dades corresponents el grup mutacional (segons la taula 4.34) i la seva
resisténcia a altres antimicrobians (segons la taula 4.37). Aixi, per exemple,
la soca denominada “S-5720_97 [Conill] IIb B” és una soca aillada de conill
([Conill]) 'any 1997 (_97), a la que es va assignar el codi S-5720, que
presenta una mutacié en el codé 83 del gen gyrA (concretament la mutacié
Ser83 — Phe) i és resistent a tetraciclina (B). En aquests dendogrames el fet
que les soques s’assenyalin amb el mateix color indica que pertanyen al

mateix grup mutacional.

El dendograma general obtingut per a totes les soques de S.
typhimurium es mostra a la figura 4.16. En ell s’observa clarament com les
soques s’agrupen basicament per la mutacié concreta que presenten en el
gen gyrA i, en molts casos, presenten les mateixes caracteristiques pel que
fa a la procedéncia, any d’aillament i patro de resisténcia a antimicrobians no

relacionats estructuralment amb les quinolones.

Per tal d’observar si I'agrupacié de les soques de S. typhimurium es
manté també quan s’estudien aquestes soques per separat segons el tipus
d’animal a partir del que van ser aillades o segons I'any d’aillament, s’han
construit diferents dendogrames. A la figura 4.17 es mostren els
dendogrames obtinguts per a les soques de S. typhimurium separades
segons el tipus d’animal a partir del qual s’aillaren. En ells s’observa molt bé
com practicament totes les soques incloses dins un mateix grup presenten la
mateixa mutacioé en el gen gyrA i moltes d’elles son resistents als mateixos

antimicrobians no relacionats estructuralment amb les quinolones.
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De la mateixa manera, a la figura 4.18 es mostren, per separat, els
dendogrames obtinguts per a les soques S. typhimurium aillades els anys
1994 i 1997. Totes les soques aillades I'any 1994, a excepcioé d’'una, estan
molt relacionades entre elles, amb un valor de SR superior al 96%,
independentment de que provinguin d’au o de tortuga. Totes aquestes
soques presenten la mutacié6 Ser83 — Tyr i sén resistents a tetraciclina,
cloranfenicol, ampicil-lina i amoxicil-lina (K). Entre les soques aillades I'any
1997 s’observa també la formacié de grups de soques, basicament del
mateix origen, que presenten el mateix tipus de mutacioé i, en molts casos,
son resistents a la mateixa combinacié d’antimicrobians no relacionats

estructuralment amb les quinolones.
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Figura 4.16. Dendograma de similituds relatives i grups mutacionals per a

les soques de S. typhimurium.
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Figura 4.17. Dendogrames de similituds relatives i grups mutacionals de les

soques de S. typhimurium, segons el tipus d’animal.
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Figura 4.18. Dendogrames de similituds relatives i grups mutacionals de les

soques de S. typhimurium, segons I'any d’aillament.
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