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……  EEll  ggeennoommaa  eess  mmááss  bbiieenn  uunn  lluuggaarr  eexxttrraaññoo  yy  aabbssuurrddoo  eenn  eell  qquuee  

eell  ccaazzaaddoorr  ddee  ggeenneess  hhaa  ddee  aarrrreegglláárrsseellaass  ppaarraa  iirr  ttrraass  eell  rraassttrroo  ddee  ssuu  

pprreessaa..  IInntteennttaarr  eennccoonnttrraarr  uunn  ggeenn  eess  ccoommoo  ppoonneerrssee  eenn  eell  ppaappeell  ddee  llooss  

hhéérrooeess  ddee  EEll  CCoorraazzóónn  ddee  llaass  TTiinniieebbllaass  ddee  CCoonnrraadd  oo  eenn  eell  ddee  llooss  

ssoollddaaddooss  ddee  AAppooccaallyyppssee  NNooww..  SSee  ppaarrttee  mmuuyy  ccoonntteennttoo  ddee  llaa  

ddeesseemmbbooccaadduurraa  ddeell  rrííoo  ccoonn  uunnaa  ggrraann  aavveennttuurraa  ppoorr  ddeellaannttee..  AAll  

iinntteerrnnaarrssee  aagguuaass  aarrrriibbaa  yy  ccoommpplliiccaarrssee  llaass  ccoossaass  ccoonn  llooss  nnaattiivvooss  

eessccaabbuulllléénnddoossee  yy  ppoonniieennddoo  ttrraammppaass,,  uunnoo  eemmppiieezzaa  pprriimmeerroo  ppoorr  nnoo  

ddaarrssee  ccuueennttaa  ddee  nnaaddaa  yy  ddeessppuuééss  aaccaabbaa  ppoorr  ccoorrrroommppeerrssee..  AAll  ppoonneerrssee  

llaass  ccoossaass  ccaaddaa  vveezz  ppeeoorr,,  uunnoo  ssee  ssiieennttee  ccaannssaaddoo  ee  iirraasscciibbllee  yy  eemmppiieezzaa  

aa  ttoommaarr  rreepprreessaalliiaass  ccoommoo  llooss  nnaattiivvooss  yy  aa  mmuullttiipplliiccaarr  ssuuss  

aattrroocciiddaaddeess..  AAll  ffiinnaall  ssee  eennccuueennttrraa  uunnoo  aattaassccaaddoo  eenn  eell  iinnffiieerrnnoo  

mmuussiittaannddoo  ""¡¡QQuuéé  hhoorrrroorr!!""  yy  eessppeerraa  ddeesseessppeerraaddaammeennttee  qquuee  aallgguuiieenn  

cclloonnee  eell  ggeenn  yy  ttee  ssaaqquuee  ffuueerraa  ……  

  

  

                    ""CCaazzaaddoorreess  ddee  ggeenneess..  LLaa  aavveennttuurraa  ddeell  

ggeennoommaa""    

                                                                                          GGrreegg  GGeerrmmiinnoo    
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                                               " Gene saga "  Jaques Deshaies 

  
 

0.   RESUM 
 
 

Les betalactamases CTX-M formen una família d�enzims d�espectre ampliat capaços 

d�hidrolitzar tots els betalactàmics amb l�excepció de l�associació amoxicilina-àcid clavulànic, les 

cefamicines i els carbapenems. Al 1996, fruit d�un estudi sobre la incidència de BLEAs al nostre 

entorn, va ser aïllada al nostre laboratori una soca portadora d�una nova betalactamasa, la CTX-

M-9. Es va estudiar l�entorn genètic del gen blaCTX-M-9 i s�observà que es trobava formant part de 

l�integró complex de classe 1, In60. La incidència d�aquest enzim va augmentar durant el període 

1996-1999 i ens vam plantejar esbrinar el per què d'aquest fet. A partir dels coneixements previs 

comentats, hipotetitzarem que el gen que codifica la betalactamasa CTX-M-9 es trobava en un 

plasmidi conjugatiu que possiblement hauria difós per diferents clons bacterians. A més, molt 

provablement aquest gen podria trobar-se en algun element mòbil, tipus transposó, que encara 

afavorís més aquesta difusió. Per altra banda i donat que els bacteriòfags són un dels vehicles 

més eficients a l�hora de transferir fragments de DNA entre les cèl·lules, volíem esbrinar també 

el seu paper en l'increment dels nivells de resistència, particularment en gramnegatius, durant els 

últims anys.  
 

Donat que el coneixement precís del possible vector que porta el gen blaCTX-M-9 pot 

ajudar a entendre la ràpida difusió i prevalença d�aquesta betalactamasa al nostre país i preveure 

la seva futura difusió, es va realitzar un estudi exhaustiu en 33 Escherichia coli i 4 Salmonella enterica 

portadores d'aquest gen, aïllades en el període 1996-1999.  

 

La relació clonal entre les soques es descartà mitjançant estudis de macrorestricció 

genòmica amb l'enzim de baixa freqüència de tall XbaI. Posteriorment, s�estudià l�estructura de 
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l'integró In60 en totes les soques de l�estudi, observant-se que existia una amplia variació de la 

mateixa. Un terç de les soques presentaven deleccions i/o insercions (ISEc8, IS26, aadA2 

parcial) dintre de l'integró In60, per tant, aquest element gènic portador del gen bla semblava no 

ser una estructura estable sinó susceptible a patir variacions.  

 

Posteriorment, es varen estudiar els perfils plasmídics i es va determinar el grup 

d'incompatibilitat d�aquests, mitjançant rep typing i mitjançant la digestió amb l'enzim S1, camp 

pulsat, southern-blot i hibridació amb sondes específiques pels diferents grups d'incompatibilitat. 

S�observà com el gen blaCTX-M-9 es trobava en un plasmidi del grup d'incompatibilitat HI2 derivat 

del plasmidi de referència R478, en totes les soques menys  en dues. En aquestes dues soques, el 

gen blaCTX-M-9 es trobava en un plasmidi repFIB, i en un repFII. Una de les soques de l'estudi 

presentava el gen bla al cromosoma. 

 

L'amplia difusió d'aquest gen en un curt període de temps, la no clonalitat de les soques 

portadores d'aquest, junt amb la seva localització en diferents estructures gèniques, tant 

plasmídiques com cromosòmiques, fa pensar que està situat en un element mòbil, en un 

transposó. 

 

La gran majoria d'estudis relacionats amb la difusió de gens de resistència a 

antimicrobians es realitzen principalment en soques aïllades de mostres clíniques, on s'estudien 

els diferents elements mòbils com a vehiculadors dels gens de resistència. Els elements mòbils 

estudiats amb més freqüència han estat els plasmidis, juntament amb els transposons i els 

integrons. És per això que ens plantejàrem determinar quin paper podien jugar els bacteriòfags 

en la difusió de les resistències als antimicrobians. 

 

Aquest estudi es realitzà a partir de l'anàlisi de nou mostres d�aigües residuals, tant 

humanes (cinc mostres) com animals (tres mostres), amb el propòsit de determinar els 

bacteriòfags presents en elles com a possibles vehiculadors de gens de resistència a 

betalactàmics. 

 

L�estudi es va dur a terme mitjançant l�amplificació per PCR d�un ampli ventall de 

betalactamases d�interès clínic, a partir del DNA aïllat de les partícules víriques purificades de les 

mencionades aigües residuals. Els resultats varen demostrar la presència de seqüències dels gens  

blaOXA-2, blaPSE-1/4 i blaPSE-relacionada, en l�interior de les partícules víriques.  

Els bacteriòfags són, per tant, un vehicle transportador de gens bacterians que es troba 

al medi ambient que ens envolta i que no podem subestimar. 
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0.   RESUMEN 
 
 

Las betalactamasas CTX-M forman una familia de enzimas de amplio espectro capaces 

de hidrolizar todos los betalactámicos con la excepción de la asociación amoxicilina-ácido 

clavulánico, las cefamicinas y los carbapenemas. En el 1996, fruto de un estudio sobre la 

incidencia de BLEAs en nuestro entorno, se aisló en nuestro laboratorio una cepa portadora de 

una nueva betalactamasa, la CTX-M-9. Se estudió el entorno genético del gen blaCTX-M-9 y se 

observó que se encontraba formando parte del integrón complejo de clase 1, In60. La incidencia 

de esta enzima aumentó durante el período 1996-1999 por lo que nos planteamos investigar el 

porqué de este suceso. A partir de los conocimientos previos comentados, hipotetizamos que el 

gen que codifica la betalactamasa CTX-M-9 se encontraba en un plásmido conjugativo que 

posiblemente habría difuso entre diferentes clones bacterianos. Además, probablemente este 

gen podría estar situado en algún elemento móvil, tipo transposón, que favoreciera aun más esta 

difusión. Asimismo y dado que los bacteriófagos son uno de los vehículos más eficientes a la 

hora de transferir fragmentos de DNA entre las células, nos propusimos investigar cuál era su 

papel en el incremento de los niveles de resistencia a antimicrobianos, particularmente en 

gramnegativos, durante los últimos años.  
 

Dado que el conocimiento preciso del posible vector que transporta el gen blaCTX-M-9 

puede ayudar a entender la rápida difusión y prevalencia de esta betalactamasa en nuestro país y 

prevenir su futura difusión, se realizó un estudio exhaustivo en 33 Escherichia coli y 4 Salmonella 

enterica portadoras de este gen, aisladas en el período 1996-1999.  

 

La relación clonal entre las cepas se descartó mediante estudios de macrorestricción 

genómica con la enzima de baja frecuencia de corte XbaI. Posteriormente, se estudió la 

estructura del integrón In60 en todas las cepas del estudio, observándose que existía una amplia 

variación de la misma. Un tercio de las cepas presentaban deleciones y/o inserciones (ISEc8, 

IS26, aadA2 parcial) dentro del integrón In60, por lo tanto, este elemento génico portador del 

gen bla parecía no ser una estructura estable sino susceptible a sufrir variaciones.  

 

Posteriormente, se estudiaron los perfiles plamídicos y se determinó el grupo de 

incompatibilidad de estos, mediante rep typing y mediante digestión con la enzima S1, campo 

pulsate, southern-blot e hibridación con sondas específicas para los diferentes grupos de 

incompatibilidad. Se observó como el gen blaCTX-M-9 estaba situado en un plásmido del grupo de 

incompatibilidad HI2 derivado del plásmido de referencia R478, en todas las cepas menos en 

dos. En estas dos cepas, el gen blaCTX-M-9 se situaba en un plásmido repFIB y en un repFII. Una 

de las cepas del estudio presentaba el gen bla en el cromosoma. 
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La amplia difusión de este gen en un corto período de tiempo, la no clonalidad de las 

cepas portadoras de éste, junto con la localización en diferentes estructuras génicas, tanto 

plasmídicas como cromosómicas, hace pensar que está situado en un elemento móvil, en un 

transposón. 

 

La gran mayoría de estudios relacionados con la difusión de genes de resistencia a 

antimicrobianos se realizan principalmente en cepas aisladas de muestras clínicas, en las que se 

estudian los diferentes elementos móviles como vehiculadores de los genes de resistencia. Los 

elementos móviles estudiados con más frecuencia han sido los plásmidos, juntamente con los 

transposones y los integrones. Por esta razón nos planteamos determinar cuál era el papel que 

jugaban los bacteriófagos en la difusión de las resistencias a los antimicrobianos. 

 

Este estudio se realizó a partir del análisis de nueve muestras de aguas residuales, tanto 

humanas (cinco muestras) como animales (tres muestras), con el propósito de determinar los 

bacteriófagos presentes en ellas como posibles vehiculadores de genes de resistencia a 

betalactámicos. 

 

El estudio se realizó mediante la amplificación por PCR de un amplio abanico de 

betalactamasas de interés clínico, a partir del DNA aislado de las partículas víricas purificadas de 

las aguas residuales mencionadas. Los resultados demostraron la presencia de secuencias de los 

genes blaOXA-2, blaPSE-1/4 y blaPSE-relacionada, en el interior de las partículas víricas.  

 

Los bacteriófagos son, por lo tanto, un vehículo transportador de genes bacterianos que 

se encuentra en el  medio ambiente que nos rodea y que no podemos subestimar. 
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0. SUMMARY 
 

The CTX-M families are extended-spectrum beta-lactamase enzymes (ESBL) that 

hydrolyse all beta-lactams with the exception of the amoxicillin-clavulanic association, 

cephamycin and carbapenem. In 1996, in the context of a ESBLs study at our hospital, a strain 

carrying a new beta-lactamase, the CTX-M-9, was isolated. When the surrounding region of the 

blaCTX-M-9 gene was studied, it was observed that it was located in a novel-complex sul1 integron, 

the In60. In the 1996-1999 period, the incidence of this enzyme was higher and we decided to 

investigate the reasons for this. We assumed that this blaCTX-M-9 gene was located in a conjugative 

plasmid and that the gene had probably spread between different strains. Moreover, this gene 

would be included within a mobile element such as transposons that could contribute to its 

diffusion. Finally, as the bacteriophages play an important role in the diffusion of DNA 

fragments between cells we decided to study whether they, are involved in the diffusion of beta-

lactamases. 

 

Knowledge of the possible vector that carries the blaCTX-M-9 gene could help to 

understand and prevent its rapid diffusion and high prevalence in Barcelona. An exhaustive 

study was performed with 33 Escherichia coli and 4 Salmonella enterica carrying this gene, isolated 

during 1996-1999.  

 

The clonal relationship between the strains was disregarded by macrorestriction studies 

using the XbaI enzyme. The In60 structure was later studied in all strains, detecting a high 

variability. One third of the strains showed a deletion and/or insertion (ISEc8, IS26, aadA2 

partial) within the In60 integron. Accordingly, this genetic element that contains the bla gene 

seems to be an unstable structure. 

 

We then studied the plasmid pattern using the ep typing method and southern-blot of 

PFGE digested with S1. The membranes obtained were hybridised with specific probes from 

the different incompatibility groups. In all but two strains e the blaCTX-M-9 gene was found in a 

plasmid belonging to the HI2 incompatibility group, which derived from the R478 reference 

plasmid. In one of the two remaining strains, the blaCTX-M-9 gene was found in a plasmid 

belonging to the IncFIB and in the other it was found in the IncFII incompatibility group. In 

another strain, however, it was found in the chromosome.  

 

The extended diffusion of this gene in a short period of time, the non-clonal 

relationship between the strains carrying this gene, and their presence in different genetic 
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structures, plasmidical or chromosomical, reinforce the hypothesis that this gene was located in 

a mobile genetic element, such as a transposon. 

 

Most studies based on antimicrobial resistance, particularly the mobility of the 

resistance genes, were made using clinical strains. The mobile genetic elements most studied to 

date are plasmids, transposons and integrons, but bacteriophages provide one of the most 

efficient vehicles for moving DNA sequences between bacterial cells. 

 

 We therefore evaluated the presence of various beta-lactamase genes within the 

bacteriophages in five residual humans sewage samples and in three residual animal sewage 

samples by PCR. Different primers were used in order to amplify the beta-lactamases of most 

interest in a clinical context. The results showed the occurrence of phage particles carrying 

sequences of blaOXA-2, blaPSE-1/4 and blaPSE-related genes. Phages may therefore contribute to the 

spread of some beta-lactamases genes. 
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1. INTRODUCCIÓ 

 

1.1. Els enterobacteris 

 

La família Enterobacteriaceae està formada per diferents espècies de bacils 

gramnegatius, heterogenis pel que fa al seu hàbitat i a la seva capacitat patogènica, però que 

comparteixen semblances en els seus caràcters estructurals, fisiològics i en la seva homologia 

genètica. 

 

 En l�actualitat, la nomenclatura i classificació de la família Enterobacteriaceae està 

canviant, ja que amb la introducció de noves tècniques genètiques s�estan descrivint noves 

espècies i per tant es fa necessària una continua re-classificació dels microorganismes que la 

integren. Actualment (Octubre 2005) trobem 47 gèneres classificats 

(www.ncbi.nlm.nih.gob/Taxonomy) : 

 
Alterococcus Aquamonas Aranicola  Arsenophonus  Brenneria 

Buchnera  Budvicia  Buttiauxella Candidatus Phlomobacter Cedecea  

Citrobacter Dickeya  Edwardsiella Enterobacter  Erwinia  

Escherichia Ewingella  Grimontella Hafnia   Klebsiella 

Kluyvera  Leclercia  Leminorella Moellerella  Morganella 

Obesumbacterium Pantoea  Pectobacterium Photorhabdus  Plesiomonas 

Pragia  Proteus  Providencia Rahnella   Raoultella 

Salmonella Samsonia  Serratia  Shigella   Sodalis 

Tatumella  Tiedjeia  Trabulsiella Wigglesworthia  Xenorhabdus 

Yersinia  Yokenella  Altres enterobacteris no classificats 

Escherichia coli (http://www.genomenewsnetwork.org) 
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Els gèneres d�enterobacteris que s�aïllen amb més freqüència en un laboratori de 

microbiologia clínica són Escherichia i Klebsiella seguides d�Enterobacter, Citrobacter i les diferents 

espècies del grup Proteus-Morganella-Providencia. Totes les espècies pertanyents a aquests gèneres 

són microorganismes que causen infecció oportunista en l�home (amb l�excepció d�alguns 

serotips d�Escherichia coli que són enteropatògens). Per altra banda, es troba tot un altre grup 

d�enterobacteris, patògens primaris per l�home, com les salmonel·les, les shigel·les i les yersínies 

que causen infecció gastrointestinal per diferents mecanismes (invasius, toxigènics) o infecció 

septicemiant com les febres tifoidees o paratifoidees (Salmonella enterica serovar Typhi i 

Paratyphi) o la pesta (Yersinia pestis) (99). 

 

1.1.1 Escherichia coli 

 

E. coli fou descoberta al 1885 per Theodor Escherich, qui l�anomenà inicialment 

Bacterium coli. Al 1947, Kauffmann proposà una forma de diferenciar les soques d�E. coli segons 

la determinació dels antígens superficials O (somàtics), K (capsulars) i H (flagel·lars). Aquesta 

forma de classificació serològica resultà molt útil als estudis epidemiològics i de patogènesi d�E. 

coli, facilitant la diferenciació entre soques virulentes i no virulentes.  

 

E. coli és un bacil gramnegatiu, anaeròbic facultatiu, capaç de realitzar un metabolisme 

respiratori o fermentatiu. És l�espècie predominant de la flora normal aeròbia i anaeròbia 

facultativa del tub digestiu a la majoria dels mamífers, i s�elimina per la femta a l�exterior. Més de 

deu serotips diferents poden coexistir al mateix individu. Pot trobar-se al medi ambient ja que és 

capaç de sobreviure durant un cert temps a l�aigua i als aliments, de manera que el seu aïllament 

és un indicador de contaminació fecal recent.  

 

Si bé la majoria de soques d�E. coli no són patògenes per l�home poden trobar-se com a 

patògens oportunistes associats a infeccions extraintestinals, com són les infeccions urinàries, 

bacterièmies, meningitis, peritonitis, en infeccions pulmonars i de ferides. Però també s�han 

descrit una sèrie de soques de determinats serotips, com a patògens primaris. A l�actualitat es 

diferencien sis grans grups d�E. coli causants de patologia entèrica: E. coli enterotoxigènic 

(ECTE), E. coli enteroinvasiu (ECEI), E. coli enterohemorràgic (ECEH), E. coli enteroagregatiu 

(ECEA), E. coli enteropatogen (ECEP) i E. coli amb adherència difusa (ECAD). La virulència 

bacteriana és un fenomen multifactorial. Les soques patògenes d�E. coli posseeixen diferents 

tipus de factors de virulència que contribueixen conjuntament a potenciar la seva patogenicitat.  

 

Tot i que les soques d�E. coli que causen infeccions en éssers humans i animals poden 

compartir factors de virulència, en general, presenten diferents serotips i adhesines específiques 
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que les fan responsables de la seva especificitat d�hoste. A conseqüència d�això, les soques 

patògenes per éssers humans no ho seran pels animals i viceversa. No obstant, s�ha comprovat 

que els animals són un reservori d�E. coli enteropatògenes per les persones. 

 

Normalment les infeccions extraintestinals causades per E. coli requereixen un 

tractament antibiòtic, tractament que haurà de començar el més aviat possible en casos de 

bacterièmia o meningitis. El tractament de les enteritis amb antibiòtics està molt qüestionat i en 

alguns casos totalment contraindicat. Els antibiòtics a utilitzar han de ser actius in vitro i assolir 

quantitats suficients allà on està localitzada la infecció. És important escollir els menys tòxics i 

amb menys tendència en seleccionar resistències. Els antibiòtics més freqüentment utilitzats són 

l�amoxicil·lina, amoxicil·lina-àcid clavulànic, cefalosporines, carbapenems, aminoglicòsids, 

cotrimoxazol i quinolones.  

 

 

1.2. Mecanismes de resistència 

 

                         

M e c a n i s m e s  d e  r e s i s t è n c ia

H id r ò l i s i  d e  l ’ a n t ib iò t ic           M o d i f i c a c ió  d ia n a

A lt e r a c ió  p e r m e a b i l i t a t           B o m b e s  d ’ e f lu x
 

        Figura 1. Mecanismes de resistència (http://www.uib.es) 

 

 

L�ús dels antimicrobians com a tractament de les infeccions va unit, pràcticament 

sempre, a l�aparició de soques resistents. 

 

Els coneixements que disposem sobre els diferents mecanismes de resistència, tant 

fenotípics (resistències creuades i associades) com bioquímics i genètics, han permès establir 

unes bones bases per a la terapèutica així com per a la fabricació de nous antimicrobians. La 

importància de tots aquests coneixements es fa palesa quan en estudis rutinaris de sensibilitat in 

vitro no es detecten determinades resistències. En aquestes situacions, el coneixement dels 
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diferents mecanismes de resistència junt amb una bona elecció dels antimicrobians necessaris 

per detectar les resistències serà molt important alhora d�evitar fracassos terapèutics. La 

interpretació conjunta dels estudis de sensibilitat a diferents antimicrobians de la mateixa o 

diferent família (antibiograma) i la deducció del possible mecanisme de resistència, seria el que 

s�anomenaria antibiograma interpretatiu (27). Per a realitzar una lectura correcta d�un 

antibiograma s�han de tenir en compte diferents paràmetres (19 ): conèixer la identitat del 

microorganisme, tant a nivell d�espècie com de gènere; anàlisi del conjunt de resultats de 

sensibilitat, estudiant grups d�antibiòtics; ús d�antibiòtics indicadors de la presència de 

resistències; estudi de combinacions entre antibiòtics i inhibidors de mecanismes de resistència 

(entre ells destaquen els inhibidors de betalactamases, com l�àcid clavulànic que associat a la 

ceftazidima o cefotaxima permet deduir la presència de betalactamases d�espectre ampliat o 

BLEAs); estudi quantitatiu de la sensibilitat; estudi d�un ampli rang de concentracions 

d�antimicrobians; estudi de la sensibilitat utilitzant inòculs elevats; coneixement de 

l�epidemiologia local de la resistència als antimicrobians. 

 

Per tant abans d�informar del resultat d�un antibiograma i abans de realitzar proves de 

sensibilitat in vitro s�han de tenir en compte tots els paràmetres anteriors ja que s�ha de tenir 

present tant la resistència natural com l�adquirida per a un microorganisme determinat. 

 

No tots els microorganismes són inicialment sensibles a tots els antimicrobians, un 

determinat microorganisme pot ser resistent a un antimicrobià sense necessitat de cap adquisició 

del mecanisme de resistència. En aquests casos parlem de resistència natural o intrínseca. 

Propietat específica dels bacteris, la seva aparició és anterior a l�ús dels antibiòtics, com ho 

demostra l�aïllament de bacteris resistents als antimicrobians, amb una edat estimada de 2000 

anys, trobats en les profunditats dels glacials de les regions àrtiques del Canadà (30). Els 

microorganismes que produeixen antibiòtics són, per definició, resistents a aquests que 

produeixen. En el cas de la resistència natural, totes les soques de la mateixa espècie són 

resistents a algunes famílies d�antibiòtics i això els hi permet tenir avantatges competitius 

respecte a altres espècies. L� estudi de les resistències naturals a les diferents espècies pot ser útil 

per fer una predicció de possibles problemes que podrien sorgir degut a pressions selectives. 

Saber el patró natural de resistència d�una espècie, i més concretament el seu mecanisme, ens 

pot ajudar en la seva identificació. Ja que en moltes ocasions, es pot utilitzar el patró de 

resistència-sensibilitat natural per confirmar o sospitar la identificació d�un microorganisme.  

 

Es creu que els gens de resistència ja estaven presents a la natura abans que s�utilitzessin 

els antibiòtics en la pràctica clínica, ja que una gran part dels antibiòtics que s�utilitzen 

actualment són d�origen microbià. No és d�estranyar, doncs, que aquests gens de resistència ja 
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estiguessin presents en les mateixes bactèries que produeixen els antibiòtics (bactèries del sòl, 

aigua, etc.). El problema ha sorgit quan, degut a la difusió de l�ús dels antimicrobians, s�ha 

sotmès a moltes comunitats microbianes, com per exemple la microbiota intestinal, a un forta 

pressió selectiva. 

 

En contrapartida, es parla de resistència adquirida quan en una espècie que és 

naturalment sensible a un antimicrobià apareixen soques de la mateixa espècie amb resistència a 

aquest. Com ja s�ha vist, aquest tipus de resistència és deguda a la modificació de la càrrega 

genètica del bacteri que pot aparèixer per mutació cromosòmica o per mecanismes de 

transferència genètica horitzontal. La primera pot anar seguida de la selecció dels mutants 

resistents i la seva posterior extensió clonal, però la transmissió horitzontal de la resistència és la 

més freqüent, essent mitjançada per diferents elements mòbils que poden passar d�un bacteri a 

un altre, ja siguin de la mateixa espècie o no. En aquests darrer cas, cada nova soca resistent 

podrà donar lloc o no a una posterior expansió clonal. 

 

Un altre concepte important a destacar, és el de resistència microbiana i terapèutica. 

Considerem la resistència microbiana com la pèrdua de la sensibilitat d�un microorganisme a 

un antimicrobià al que originalment era sensible; mentre que la resistència terapèutica, està 

influenciada per molts factors, com l�hoste (malaltia de base, alteracions immunitàries, etc.); els 

factors relacionats amb l�antimicrobià (dosi, farmacocinètica i farmacodinàmica, etc.); pel tipus 

de pacient (amb cossos estranys com catèters i pròtesis, lloc d� infecció, etc.) o per altres factors 

relacionats, com el microorganisme (factors de virulència, d�adhesivitat, etc.). Una sensibilitat 

determinada, in vitro, a un antimicrobià, no necessàriament implica efectivitat clínica. 

 

En general, el fracàs terapèutic d�un tractament pot deure�s a la resistència 

microbiològica, ja sigui natural o adquirida o a la resistència terapèutica. 

 

Podríem dir que els mecanismes de resistència dels bacteris s�agrupen, des del punt de 

vista molecular i bioquímic, en tres grans grups (Figura 1): 

 

1) Producció d’enzims que inactiven o modifiquen l�antimicrobià. El bacteri produeix 

determinats enzims que inactiven l�antibiòtic, com, per exemple, les betalactamases. En 

grampositius, les betalactamases solen ser d�origen plasmídic, s�expressen de forma induïble 

i es localitzen extracel·lularment, mentre que en gramnegatius solen ser d�origen plasmídic o 

codificats en transposons, s�expressen de forma constitutiva i es localitzen a l�espai 

periplasmàtic. També trobem enzims modificants d�aminoglicòsids, del cloranfenicol, i, 



 

 

16 

encara que no és el seu principal mecanisme de resistència, també les tetraciclines i els 

macròlids poden ser inactivats per enzims. 

 

2) Modificacions bacterianes que impedeixen l�arribada de l�antibiòtic a la seva diana 

(permeabilitat i bombes d�eflux). Mutacions en les porines de la paret impedeixen l�entrada 

de determinats antibiòtics (betalactàmics) o bé alteren els sistemes de transport 

(aminoglicòsids en els anaerobis); és a dir, té lloc una alteració de la penetració de 

l’antimicrobià a través de les envoltes bacterianes, de la permeabilitat, o es bloqueja el 

mecanisme d�entrada. En altres ocasions poden provocar la sortida de l�antibiòtic (com, per 

exemple, la tetraciclina) per un mecanisme d�expulsió activa, impedint que s�acumuli en 

quantitat suficient com per a que actuï eficaçment. Aquest mecanisme de bombeig de 

l�antimicrobià, es deu a la presència d�una sèrie de proteïnes de membrana especialitzades. 

 

3) Alteració, per part del bacteri, del seu punt diana, impedint o dificultant l�acció de 

l�antibiòtic. Quan s�altera el substrat o blanc d�acció (diana) dels antimicrobians, aquests no 

reconeixen el seu substrat, no es fixen i, per tant, no poden exercir la seva acció. Alguns 

exemples d�aquest tipus de resistència són les alteracions a nivell de les PBPs (Penicillin 

Binding Proteins o proteïnes fixadores de penicil·lina) necessàries per a la formació de la paret 

cel·lular, donant lloc a resistència a betalactàmics. 

 

 Altres mecanismes de resistència serien, per exemple, les vies metabòliques 

alternatives, com en el cas de la resistència a les sulfamides i al trimetoprim. Consisteix en 

l�adquisició, per part del microorganisme resistent, d�un nou enzim sense afinitat per l�antibiòtic i 

que realitza les funcions de l�enzim natural present en la cèl·lula. En un últim grup s�englobarien 

altres mecanismes, com són les resistències degudes a la hiperproducció d�un enzim determinat 

que, encara que és present en totes les soques d�una determinada espècie, només algunes d�elles 

poden adquirir la capacitat d�hiperproduir-lo; o la inducció, per part d�un antimicrobià o, fins i 

tot, d�altres substàncies sense activitat antimicrobiana, de l�expressió d�un o diversos gens que 

comportarien la resistència a un o diversos antimicrobians. També estan els efectes poblacionals, 

com poden ser la producció de biofilms, per part del microorganisme, que dificultarien la 

difusió de l�antimicrobià, o una elevada concentració de microorganismes productors d�un 

enzim inactivant que comporta un increment de la concentració de l�enzim al voltant de les 

cèl·lules i, per consegüent, resistència. Finalment, s�ha de considerar la possibilitat de sinèrgia 

entre dos o més mecanismes de resistència diferents. 
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Un mateix bacteri pot desenvolupar diversos mecanismes de resistència a un o més 

antibiòtics (cal destacar que aquests mecanismes de resistència poden ocórrer simultàniament) i, 

de la mateixa manera, un antibiòtic pot ser inactivat per diferents mecanismes, el que complica 

en gran mesura l�estudi de les resistències dels microorganismes als diferents antimicrobians. 

 

 

1.3. Adquisició de resistència 

 

L�adquisició dels diferents mecanismes de resistència pot tenir lloc en el mateix 

microorganisme, fruit d�errors en la seva replicació o bé per adquisició de material genètic que 

codifiqui gens de resistència. El primer cas faria referència a les mutacions, les quals poden 

aparèixer només en una o varies generacions, difonent de manera vertical. La freqüència amb la 

que un microorganisme és capaç de mutar i expressar resistència a un antimicrobià pot ser molt 

variable. Totes aquestes mutacions i alteracions del genoma que afecten a una cèl·lula poden 

difondre verticalment, de cèl·lula mare a cèl·lula filla, però si no li confereixen un avantatge 

selectiu, aquesta nova cèl·lula podrà ser seleccionada negativament. La mutació d�un simple 

nucleòtid pot comportar un canvi aminoacídic, i per tant un canvi a la proteïna. Aquests canvis 

poden comportar o no un benefici a la bactèria. Pot ser que la mutació no comporti un canvi 

funcional de la proteïna i per tant el microorganisme no es veuria afectat, però també pot donar-

se que aquesta nova proteïna li confereixi un avantatge, com per exemple la modificació de la 

diana on actuava un determinat antibiòtic, en aquest cas, el més probable és que la mutació, 

positiva per a la cèl·lula, quedi fixada per l�acció de la selecció natural positiva i per tant 

difondre�s verticalment de mare a filla, tot i que també podria arribar a perdre�s degut a l�efecte 

de l�atzar o deriva gènica. 

 

També existeixen una sèrie de mecanismes d�adquisició de material genètic mitjançant 

els quals la cèl·lula pot adquirir gens de resistència d�una cèl·lula veïna, essent aquesta de la 

mateixa espècie o no. Aquest mecanisme s�anomena transmissió o difusió horitzontal de la 

resistència i es poden diferenciar tres tipus:  

 

- Transformació  

- Transducció 

- Conjugació 
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1.3.1. Transformació 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Potser el més simple d�aquests mecanismes de transferència de gens és la 

transformació natural, que es definí originàriament com l�habilitat d�algunes espècies 

bacterianes d�absorbir, sota determinades circumstàncies, molècules de DNA nu lliure en 

l�ambient, DNA provinent d�un bacteri donant que serà adquirit per un bacteri receptor, que rep 

el nom de transformant. Aquest DNA serà incorporat a la cèl·lula i, a l�expressar-se, comportarà 

un canvi fenotípic. Per a que el material genètic s�incorpori al genoma bacterià, després de 

travessar la membrana citoplasmàtica, i pugui per tant comportar un canvi fenotípic, és necessari 

que existeixin regions de certa homologia entre el nou DNA incorporat per la cèl·lula i el del 

bacteri en qüestió (Figura 2). Si no existeix aquesta homologia, el DNA incorporat bàsicament 

serà degradat; mentre que si existeix homologia, el nou DNA podrà ser incorporat mitjançant 

recombinació. De totes maneres, encara que el DNA exogen internalitzat ha d�integrar-se 

mitjançant recombinació al cromosoma o a un plasmidi, també podria circularitzar-se i establir-

se com un replicó autònom si conté un origen de replicació.  

 

Com a resultat dels fenòmens de recombinació es poden obtenir gens, la seqüència dels 

quals està formada per múltiples fragments de diferents orígens, formant el que es denomina un 

mosaic. Un exemple de gen mosaic és el que confereix resistència a penicil·lina i a 

cefalosporines en Streptococcus pneumoniae. S�ha descrit, en soques resistents, una gran varietat de 

gens mosaic codificants de la penicillin binding protein (pbp), amb el nivell i grau de resistència 

determinats pel nombre i naturalesa de recombinacions gèniques (57). 

 

Els mecanismes pels quals tenen lloc els fenòmens de transformació són variats i encara 

no molt ben coneguts. Per a que la cèl·lula pugui captar el DNA nu ha de trobar-se en un estat 

de �competència�. Aquest estat de competència pot ocórrer naturalment (competència 

DNA 
transformant 

Nucleasa Proteïna 
d’unió 

 Proteïnes 
específiques 

d’unió al 
DNA 

C A B 

Figura 2. Transformació. A: Desenvolupament de la competència i unió del 
DNA transformant. B: Processat i presa del DNA exogen. Les proteïnes 
específiques s�uneixen i protegeixen el DNA exogen monocatenari. C: El 
DNA exogen s�integra al cromosoma bacterià en regions homòlogues 
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fisiològica) en alguns microorganismes o bé pot ser induït artificialment en altres (competència 

artificial) per mecanismes artificials (CaCl2, polsos elèctrics, etc.). 

 

 

1.3.2. Transducció 

 

 
                                  (Micrografia bacteriòfags infectant hoste) 

 

 

1.3.2.1. Bacteriòfags 

 

Els bacteriòfags o fags són virus que infecten els bacteris. Els fags que infecten E. coli 

varien en forma, tamany i estil de vida. Són fags amb petits genomes de cadena simple (DNA o 

RNA) o fags amb una complexa doble cadena de DNA, com el fag T4, amb més de 200 gens. 

Alguns poden ser virulents, matant i lisant la cèl·lula infectada, o d�altres, com el fag λ, 

atemperat, són capaços d�insertar-se al genoma cel·lular i establir-se en forma de profags. 

 

El paper dels bacteriòfags a la natura encara no està gaire clar però sembla ser que tenen 

un gran impacte en el creixement i evolució dels bacteris al seu hàbitat natural. Es creu que els 

enzims bacterians van aparèixer en els bacteris per defensar-se de la infecció fàgica. Els fags 

atemperats afecten l�antigenicitat i patogenicitat de l�hoste. A través de la transducció 

afavoreixen la transferència de gens en la població bacteriana. Igualment que els virus, els 

bacteriòfags serien uns vehicles de DNA empaquetat, DNA que seria transportat d�una cèl·lula a 

una altra (85). 

 

El DNA captat per la nova cèl·lula hoste prové d�una cèl·lula prèviament infectada. Els 

fags implicats en un procés de transducció reben el nom de fags transductors o partícules 

transductores. La soca bacteriana original en la que aquests fags s�han multiplicat s�anomena 

cèl·lula donant, mentre que la soca bacteriana infectada per aquestes partícules rep el nom de 
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cèl·lula receptora. Finalment, les cèl·lules que han rebut DNA d�un altre bacteri per transducció 

es denominen transductants.  

 

Existeixen dos tipus de transducció: 

 

1.3.2.2. Transducció generalitzada 

Comença en el moment en que té lloc l�empaquetament accidental d�una porció de 

DNA bacterià en una partícula vírica. Quan s�indueix la lisi cel·lular, s�allibera aquesta partícula 

transductora que, tot i que la totalitat del seu DNA és bacterià, és capaç d�adherir-se a una nova 

cèl·lula i injectar aquest DNA. Si existeixen regions homòlogues aquest material genètic 

transductor pot ser incorporat en el genoma de la cèl·lula receptora. Tot i que s�ha descrit que 

l�empaquetament del DNA víric comença per llocs específics del concatàmer víric, llocs pac, i 

aquests no es troben en el genoma bacterià, el fag pot, aparentment, reconèixer seqüències 

semblants produint-se així l�encapsidació errònia de DNA bacterià (aquests llocs pac del 

genoma víric no són tant específics com per a que no es puguin trobar seqüències semblants al 

DNA de l�hoste). S�han trobat llocs semblants a aquests llocs pac tant en E. coli com en S. enterica 

serovar Typhimurium (115).  

 

La quantitat de partícules de transducció generalitzada que es poden produir a les 

cèl·lules infectades és molt variable. Mentre que algunes cèl·lules no en produeixen cap, altres 

poden arribar a encapsidar el 20% del genoma bacterià. Si bé, en aquest tipus de transducció, 

totes les regions del DNA bacterià poden ser encapsidades, alguns loci són transduïts amb major 

freqüència. La freqüència amb que es produeixen cèl·lules transductants no és massa elevada. 

Això s�explica per diferents raons. En primer lloc, l�error en l�empaquetament que dóna lloc a 

l�empaquetament de DNA de l�hoste és, per sí mateix, poc probable. No tots els fags són 

capaços d�iniciar un procés de transducció, ja que els fags no han de degradar completament el 

DNA de l�hoste després de la multiplicació i, a més a més, pot ser que el DNA de l�hoste no 

sigui capaç de ser empaquetat dins les càpsides víriques. En segon lloc, el DNA introduït en la 

cèl·lula receptora ha de �sobreviure� en aquesta per tal de formar un transductant estable. Es 

calcula que aproximadament el 90% del DNA bacterià injectat per partícules de transducció 

generalitzada a cèl·lules receptores no és viable. Això significa que la informació genètica 

introduïda no es replica conjuntament amb el genoma de la cèl·lula hoste i, per tant, es perd per 

segregació. El fet que cadascun d�aquests casos tingui una limitada probabilitat de succeir fa que 

s�hagin d�utilitzar poderoses tècniques de selecció in vitro per a poder detectar els transductants.  
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1.3.2.3. Transducció especialitzada 

Es diferencia de la generalitzada en que només un grup limitat de gens pot ser transferit. 

Aquests gens són els que es troben flanquejant la regió on el fag atemperat o lisogènic s�integra 

al cromosoma bacterià. Aquesta regió d�integració sovint es troba en punts concrets del genoma 

i, per tant, els gens transduïts solen ser uns determinats. Els fags atemperats com el λ o el φ80 

integren el seu material genètic en llocs específics del genoma bacterià. Per exemple, el lloc 

d�inserció del fag λ es troba, en E. coli, entre els gens gal i bio (el producte del gen gal degrada la 

galactosa per ser utilitzada com a font de carboni, mentre que el producte del gen bio sintetitza la 

vitamina biotina). No obstant, la integració d�aquest fag en altres llocs secundaris pot comportar 

la transducció d�altres marcadors bacterians. Aquest tipus de fags sintetitzen enzims d�integració 

i escissió que catalitzen, respectivament, la integració del fag en el lloc d�absorció i la seva 

correcta escissió posterior. Aquesta escissió, però, no sempre és �perfecta�. En alguns casos pot 

tenir lloc una escissió anormal que provoca que el genoma del fag λ arrossegui gens bacterians 

propers al punt on estava. Com a conseqüència d�aquest fet, es formen fags defectius anomenats 

fags o partícules de transducció especialitzada que contindran tant DNA víric com bacterià. 

Aquestes, s�obtenen amb una freqüència molt baixa, degut a que els errors en l�escissió del fag 

són extremadament infreqüents, sent un milió de vegades més freqüent l�escissió normal (115). 

Els lisats cel·lulars que contenen els fags transductors reben el nom de lisats LFT (Low Frequency 

Transduction o Transducció de Baixa Freqüència) o lisats HFT (High Frequency Transduction o 

Transducció d�Alta Freqüència). Una vegada el fag injecta el DNA transductant poden donar-se 

diferents situacions. En tots els casos, però, després de la injecció, es produeix la circularització i 

superenrotllament del DNA transductor. Després, el DNA víric pot produir la replicació vírica 

mitjançant un cicle lític, pot mantenir-se inactiu i eliminar-se per segregació, o bé pot 

recombinar-se, per diferents vies, amb el material genètic bacterià. 

 

Un dels primers exemples de transducció detectat en clínica va ser el de la transferència 

de gens de resistència a penicil·lina en S. aureus. En aquest cas, però, el bacteriòfag contribueix a 

la difusió de plasmidis de petit tamany, que són encapsidats i transferits a altres bacteris. Els 

plasmidis seran autoreplicats i mantinguts sense necessitat de recombinació. El fet que el 

responsable d�aquesta resistència sigui un gen que codifica una betalactamasa i que aquest s�ha 

identificat freqüentment en plasmidis no conjugatius, d�aproximadament 35-40 Kb de grandària, 

i el fet que durant molt de temps s�hagin descrit amb detall diversos bacteriòfags en aquest grup 

de microorganismes, ha permès especular que l�elevada prevalença de producció de 

betalactamases en estafilococs prové de la transferència d�aquests plasmidis a través de 

bacteriòfags. 
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Un altre cas seria la detecció de gens que confereixen resistència a betalactàmics, 

com són els gens blaOXA i blaPSE, en DNA fàgic obtingut a partir d�aigües residuals tant humanes 

com animals, a la província de Barcelona (81). 

 

Els bacteriòfags s�han implicat també en la transferència de determinants de 

virulència. Un exemple és el de la difusió de gens de patogenicitat com les toxines Stx1 i Stx2 en E. 

coli enterohemorràgic (O157:H7), causant de l�enteritis hemorràgica i, en alguns casos, de la 

síndrome hemolítica-urèmica. També en l�escarlatina, malaltia causada per l�estreptococ del grup 

A, el bacteri ha adquirit la exotoxina que actua com a superantigen activant el sistema 

immunitari mitjançant un bacteriòfag. Altres exemples són la neurotoxina de Clostridium 

botulinum, les exotoxines responsables del síndrome de la pell escaldada en Staphylococcus aureus, 

l�exotoxina colèrica de Vibrio cholerae i la de la diftèria. 

 

Per tant, els fags juguen un important paper en l�evolució, promovent la transferència 

horitzontal de gens entre membres individuals de la mateixa espècie, així com entre bacteris 

força distanciats entre ells. El DNA dins les càpsides víriques és, normalment, més estable que el 

DNA nu lliure en el medi, pel que pot persistir més temps en l�ambient. A més a més, molts fags 

són capaços d�infectar un ampli rang d�hostes. Encara que el DNA d�una determinada espècie 

no sigui capaç de recombinar amb el cromosoma d�una espècie diferent si no presenten 

seqüències homòlogues, la transducció estable de gens entre bacteris poc relacionats és possible 

quan el DNA transduït és un plasmidi amb un ampli rang d�hostes, capaç d�autoreplicar-se en la 

cèl·lula receptora, o bé conté un transposó que pot saltar dins el DNA d�aquesta cèl·lula 

receptora. 
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1.3.3. Conjugació 

                                                                 http://www.iladiba.com 

 

 

El darrer mecanisme de difusió horitzontal de la resistència és la conjugació, procés de 

transferència de gens entre dues cèl·lules que estan en contacte. Aquest tipus de transferència de 

gens és possible gràcies a que els bacteris poden ser portadors d�estructures genètiques, 

denominades plasmidis. Els plasmidis i el cromosoma bacterià constituirien el que es coneix 

amb el nom de genoma bacterià.  

 

Els plasmidis són molècules circulars de DNA de doble cadena, superenrotllades 

negativament (tot i que també se�n troben de lineals en Borrelia i alguns actinomicets) (115). 

Normalment existeixen com a molècules circulars de DNA de doble cadena (dsDNA) tancades 

covalentment (conegudes com a formes CCC, Covalently Closed Circular). Les alteracions per 

trencament del dsDNA donaran configuracions plasmídiques obertes circular (formes OC, Open 

Circular) o lineals (formes L) segons s'afecti una o dues cadenes. Aquestes tres configuracions 

migren amb una velocitat diferent en els gels d'agarosa: la forma CCC més ràpidament que la L i 

aquesta més ràpid que la OC. Aquestes tres conformacions es troben en la mateixa cèl·lula per 

tant en un gel d'agarosa podrien arribar a observar-se tres bandes per plasmidi. Amb freqüència 

també es detecten dímers i multímers de les formes CCC i OC.  

 

Els plasmidis representen entre un 1% i més d�un 10% del genoma. Són literalment 

material genètic accessori. No codifiquen funcions essencials per a la cèl·lula i el seu tamany pot 

variar entre poques i centenars de kilobases, podent transportar des d�únicament els gens 

necessaris per la seva replicació a centenars de gens addicionals, considerant-se llavors com a 

�mini-cromosomes� (26). En alguns casos la dispensabilitat d�aquests és dubtosa, com en el cas 

de Borrelia burgdorferi, on diferents plasmidis contenen gens que codifiquen lipoproteïnes i altres 



 

 

24 

funcions metabòliques, que en el cas de perdre�s seria molt perjudicial per a la cèl·lula (47). Els 

plasmidis es repliquen autònomament (replicons), independentment del cromosoma de la 

cèl·lula (53). Estan formats doncs, d'una regió constant que inclou determinants genètics 

necessaris per a les seves funcions essencials (replicació, manteniment i transferència) i una regió 

variable de DNA heteròleg (gens de resistència,�).  

 

  La filogènia dels diferents plasmidis es realitza en funció de la seva regió constant, ja 

que la caracterització del seu DNA heteròleg ens serviria només per a determinar l'ecologia i 

epidemiologia d'aquests davant diferents pressions selectives, etc. Presenten un origen de 

replicació (oriV) i algunes de les proteïnes necessàries per iniciar la replicació, tot i que 

dependran de la cèl·lula hoste per a replicar-se ja que necessitaran l�aport extern de DNA 

polimerases, lligases, helicases, etc. S�han observat dos tipus de replicació plasmídica: la 

replicació en theta, freqüent en bacteris gramnegatius, i la replicació en sigma o cercle rodant, 

freqüent en bacteris grampositius. Els plasmidis es poden classificar en diferents grups depenent 

de diferents factors, com poden ser el grup d�incompatibilitat, el fenotip que codifiquen, etc. 

(veure apartat 1.4.1). Alguns d�ells presenten un rang d�hostes força estret, mentre que d�altres 

són capaços de transferir-se i replicar-se dins una gran varietat d�espècies bacterianes diferents 

(102). També poden integrar-se dins el cromosoma de la soca receptora (cèl·lules Hfr), 

incrementant així l�estabilitat de la informació genètica que transporten (101), replicant-se com 

qualsevol altre caràcter cromosòmic. Aquests plasmidis integrats s�anomenen episomes.  

 

  Els plasmidis conjugatius són potser més freqüents o, com a mínim, més estudiats, en 

bacteris gramnegatius (gèneres Escherichia i Pseudomonas) (115). Els plasmidis conjugatius són 

capaços d�iniciar la transferència de DNA en minuts (3 o 4 per formar el porus i 2 o 3 per 

transferir el DNA) un cop es troben les dues cèl·lules en contacte i en uns 30 minuts el 100% de 

les cèl·lules receptores han rebut el DNA de la donadora (1). El procés de la conjugació s�inicia 

quan el pil·li sexual de la cèl·lula donant, format per les proteïnes sintetitzades pels gens traA i 

traQ, entra en contacte amb l�envolta d�una cèl·lula receptora. El contacte cèl·lula-cèl·lula 

s�aconsegueix, presumiblement, o bé per la contracció o bé pel desensamblatge del pil·li sexual. 

L�aparellament entre les dues cèl·lules és, en un principi, inestable però després s�estabilitza 

específicament mitjançant les proteïnes TraG i TraN. Posteriorment, altres gens tra 

s�encarregaran de la transferència del plasmidi a través de les membranes, mitjançant la formació 

d�un relaxosoma (complex format per DNA i proteïnes) al voltant de l�origen de transferència 

(oriT) del plasmidi. Aquest complex realitzarà un tall i és la cadena simple de DNA, creada pel 

tall, la que es transferirà. Un altre complex de proteïnes, connectarà i estabilitzarà la cèl·lula 

receptora amb la donant, el pil·li col·laborarà en el manteniment de l�aparellament (115, 131). 

En bacteris grampositius (Enterococcus, Streptococcus, Bacillus, Staphylococcus i Streptomyces), l�agregació 
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de cèl·lules donants i receptores no està mitjançada pel pil·li sinó per mitjà d�una sèrie de 

substàncies d’agregació i feromones, ja que aquests microorganismes no tenen l�elaborada 

membrana externa dels bacteris gramnegatius (115). Es desconeix com es desestabilitza 

l�aparellament i com es separen les cèl·lules.  

 

 Diferents paràmetres fisiològics poden afectar a la conjugació, com són la densitat 

cel·lular, la temperatura, els nivells d�oxigen i la fase de creixement estacionària. Una proporció 

de 1:10 entre cèl·lules donadores i receptores amb una densitat d�aproximadament 108 cèl·lules 

per mil·lilitre seria una proporció bona per a aconseguir una bona eficiència de conjugació tan 

en medi sòlid com en líquid. Els nivells d�oxigen poden tenir un paper molt important depenent 

del medi i del tipus de cèl·lules. La temperatura també es un factor important ja que determinats 

plasmidis com poden ser els pertanyents al grup d�incompatibilitat H, tenen un sistema 

d�aparellament extremadament termosensible amb una temperatura òptima de 25ºC, la qual es 

co-relaciona amb la producció de pil·li H (76), però també trobem d�altres com els plasmidis F-

like amb una temperatura òptima de 37ºC i pH de 7.5, on el pil·li F desapareixeria a 

temperatures per sota dels 25ºC i per sobre dels 55ºC (86).  

 

La conjugació s�ha estudiat amb més detall en E. coli per mitjà del Factor F, plasmidi 

conjugatiu i mobilitzable de 94,5 kb i que presenta la capacitat d�integrar-se al cromosoma 

bacterià. Aquest factor codifica la síntesi i l�ensamblatge del pil·li sexual, així com les diferents 

funcions que porten a la transferència d�una còpia del Factor F a la cèl·lula receptora (70). Els 

diferents gens que codifiquen les funcions de conjugació i transferència estan agrupats en una 

regió de 35 Kb que rep el nom de reguló tra. Aquesta regió conté l�oriT (diferent de l�origen de 

replicació oriV, on s�inicia la replicació normal del plasmidi)(115) que és el lloc on s�inicia la 

transferència del DNA i està contingut en el locus bom (Basis of Mobility), conjuntament amb més 

de 28 gens anomenats tra i trb. 

 

El Factor F es transfereix des de la cèl·lula donant a la receptora en forma de DNA de 

cadena senzilla, passant en primer lloc l�extrem 5�. Es creu que en la síntesi del DNA donant 

conjugatiu estan involucrats els productes de quatre o cinc gens tra i que, abans que comenci la 

síntesi d�aquest DNA, tenen lloc diferents esdeveniments. Un d�ells és el trencament d�una de les 

dues cadenes del Factor F en l�oriT per mitjà del producte del gen traI, que es manté unit a 

l�extrem 5� de la cadena tallada. La proteïna TraI posseeix també activitat helicasa i ATPasa, amb 

el que separa la cadena de DNA conjugatiu durant la translocació utilitzant ATP. Fins al 

moment, encara no es coneix del tot el paper que tenen determinades proteïnes en l�anclatge i 

protecció del DNA, i en la formació de porus en les membranes, si bé sí que es coneix el sentit 

en que és transferit el DNA durant la conjugació. Una de les propostes sobre això és que el 
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DNA de cadena senzilla és protegit durant la transferència per les proteïnes SSB, tant en la 

cèl·lula donant com en la receptora. La transferència de l�extrem 5� s�acompanya de la síntesi 

contínua de la cadena de DNA complementària en la cèl·lula donant, mentre que en la receptora 

el DNA de cadena senzilla transferit serveix com a motlle per a la síntesi discontínua de la 

cadena complementària. Per tant, les dues cadenes senzilles serveixen com a motlle per a la 

replicació de molècules completes de DNA de doble cadena tant en la cèl·lula donant com en la 

receptora; després de la transferència, ambdues cèl·lules contenen una còpia del plasmidi. La 

cèl·lula receptora que ha rebut DNA com a resultat d�una conjugació rep el nom de 

transconjugant (115). 

 

 

1.4. Elements mòbils 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Aquesta classificació ha esdevingut obsoleta degut a la identificació d�uns elements 

quimèrics anomenats illes genòmiques. 

 

Fer una classificació sistemàtica dels elements mòbils resulta difícil, ja que molts cops és 

difícil trobar una relació fil·logenètica entre ells. Són elements àmpliament distribuïts, 

extremadament diversos i en continua evolució. Un cromosoma bacterià ja sigui lineal o circular 

normalment tindrà a la seva estructura un elevat número de elements mòbils extracromosòmics 

inserits (87). 

 

La transferència de material genètic entre microorganismes, prèviament comentada a 

l�apartat 1.3., juntament amb el moviment genètic intracel·lular, són factors molt importants a 

CASSET 

(INTEGRÓ) 

TRANSPOSÓ 
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Figura 3. Representació esquemàtica, d�alguns 

elements mòbils. 

En la difusió de les resistències 

participen també elements mòbils o 

elements genètics mòbils (�Mobile 

Genetic Elements� MGEs), seqüències de 

DNA amb capacitat de moure�s entre 

cèl·lules o entre molècules de DNA. 

Poden ser petits (≈ 1 kb) o grans 

(centenars de kb) (Figura 3). 

Tradicionalment, els elements genètics 

mòbils es classificaven en bacteriòfags, 

plasmidis, transposons o seqüències 

d’inserció.  
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tenir en compte quan estudiem l�adaptabilitat dels microorganismes enfront els canvis 

ambientals. Els elements genètics mòbils li confereixen a la cèl·lula variabilitat genètica i 

flexibilitat enfront l�estrès ambiental. Aquesta mobilitat genètica horitzontal podria considerar-

se com un fenomen natural d�adaptació dels microorganismes a diferents nínxols ecològics. 

 

 

1.4.1. Plasmidis 

 

Tal i com s�ha comentat a l�apartat 1.3, la gran difusió geogràfica i el gran nombre 

d�espècies portadores d�un determinat gen de resistència antimicrobiana, com pot ser la 

resistència a cefotaxima, ve donat perquè el gen que codifica aquest enzim es troba localitzat en 

un element mòbil. Trobem diferents tipus d�elements mòbils capaços de vehicular gens d�una 

cèl·lula a una altra. En primer lloc, trobem els plasmidis com a principal vehicle de 

transferència genètica horitzontal. Els plasmidis són elements genètics extra-cromosòmics amb 

capacitat de replicació autònoma, és a dir, formen replicons propis. Són molècules circulars de 

doble cadena de DNA, la seva llargada va des de 2Kb a 500Kb i fins i tot es troben 

�megaplasmidis� que poden arribar a 1600Kb. La majoria són circulars, tancats covalentment i 

superenrotllats. Alguns plasmidis posseeixen, a més a més, la capacitat d�integrar-se 

reversiblement al cromosoma bacterià. Aquests s�anomenen episomes, molts d�ells transporten 

gens de resistència enfront antibiòtics (plasmidis R), de resistència a metalls pesats, factors de 

virulència, utilització de determinats sucres, etc. 

 

Trobem una amplia varietat plasmídica. Els plasmidis bacterians poden classificar-se 

segons diferents caràcters (61): 

 

1) Segons siguin autotransferibles per conjugació o no: 

 

- Plasmidis auto-transferibles (tra+, mob +). Són plasmidis capaços per ells mateixos de 

conjugar. Trobem un tipus especial de plasmidi conjugatiu, el plasmidi promiscu, que té la 

capacitat de transferir-se a sí mateix i transferir cromosoma entre una amplia varietat de 

bacteris gramnegatius, inclús entre gèneres molt diferents. 

 

- Plasmidis conjugatius però no mobilitzables (tra +, mob -). Són aquells que els hi 

manquen les proteïnes Mob, proteïnes que tallen el DNA a l�origen de transferència (oriT) 

i inicien la transferència d�una de les cadenes cap a la cèl·lula hoste. 
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- Plasmidis no conjugatius, dintre dels quals trobem, el plasmidis no mobilitzables (tra -, 

mob -) i els plasmidis mobilitzables (tra -, mob +). Aquests últims no tenen la regió tra 

però si la regió mob que pot ser reconeguda per proteïnes Tra de conjugació d�altres 

plasmidis que si són conjugatius. 

 

2) Segons el control de la replicació vegetativa (on el �número de còpies� és el número de 

còpies del plasmidi en una nova cèl·lula immediatament després de la divisió cel·lular). 

Aquesta regulació pot estar mitjançada o per RNA antisense o mitjançant una regulació en cis 

a través d'iterons.  

 

- Plasmidis que mantenen un control estricte del seu número de còpies: tenint un baix 

número de còpies per cromosoma en la mateixa cèl·lula. Normalment són plasmidis de 

tamany mitjà (unes 30 kb) i gran (centenars de kb). Com a exemple tenim el factor F que 

té una o dues còpies per cromosoma (33).   

 

- Plasmidis de control relaxat: alt número de còpies per cromosoma (més de 10). Són 

plasmidis petits (menys de 10 kb). Alguns tenen un sistema de replicació especial, modulat 

per la presència de cloramfenicol. Aquests plasmidis presenten un mecanisme que 

inhibeix l�inici de la replicació quan el numero de còpies ha arribat a un cert nivell. 

 

3) Segons el tipus de fenotip que codifiquen: 

 

- Plasmidis R, que codifiquen una o més resistències enfront antibiòtics i/o metalls pesats. 

Els plasmidis R, o plasmidis de resistència enfront antibiòtics foren descoberts als anys 50 

al Japó quan s�investigaven soques de Shigella multiresistents, que havien començat a 

proliferar però que en poc temps van disseminar-se arreu del món. Aquests plasmidis són 

mal·leables i evolucionen ràpidament enfront la pressió selectiva. Gràcies a la enginyeria 

genètica i la seqüenciació s�ha vist com aquests gens han difós entre espècies i gèneres 

molt diferents mitjançant una difusió horitzontal. El mateix gen, pot estar situat en 

espècies molt llunyanes, en plasmidis de diferent tipus i grups d�incompatibilitat diferents 

(veure més endavant). Tot i que a la natura i independentment de l�acció humana ja 

existien plasmidis R, l�ús massiu dels antibiòtics ha provocat un augment espectacular de 

les soques portadores d�aquests plasmidis i potser ha afavorit el fet de que cada cop es 

trobin situats més gens de resistència en un mateix element mòbil. 

 

- Plasmidis bacteriocinogènics, que codifiquen una bacteriocina i immunitat enfront 

aquesta. Com a exemple tenim els plasmidis Col. 
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- Plasmidis de virulència, que codifiquen funcions relacionades amb la virulència. Un 

exemple d�aquests seria els que codifiquen per la toxina tetànica en Clostridium tetani o la 

toxina de l�àntrax de Bacillus anthracis. 

 

- Plasmidis que codifiquen factors de colonització. 

 

- Plasmidis que confereixen la capacitat d�utilitzar rutes metabòliques alternatives, com la 

degradació de l�octà (plasmidis OCT), degradació del tolué i xilè (plasmidis TOL/XYL) o 

la degradació del naftalè (plasmidis NAF). 

 

- Plasmidis responsables de la fixació de nitrogen en els nòduls radicals de les 

lleguminoses en les soques de Rhizobium. 

- Plasmidis Ti i Ri de Agrobacterium, responsables de la producció de tumors en moltes 

plantes dicotiledònies. 

 

4) Plasmidis segons el grup d’incompatibilitat (Inc). Classificació creada als anys setanta 

principalment per Datta i Hedges (63). Molts bacteris contenen més d�un tipus de plasmidi, 

però no tots els plasmidis poden coexistir en un microorganisme durant varies generacions. 

Aquest fenomen s�anomena incompatibilitat plasmídica, dos plasmidis són incompatibles 

quan no poden coexistir establement en la mateixa cèl·lula perquè comparteixen el mateix 

sistema de replicació i/o segregació de les còpies i/o control del número de còpies. Els gens 

necessaris per a una replicació autònoma són els replicons bàsics dels plasmidis, 

generalment estan formats per l�origen de replicació i els gens relacionats amb el control de 

l�inici de la replicació , a la majoria de casos, trobem els gens rep, gens que codifiquen per 

proteïnes necessàries en el control de la replicació. En molts casos sembla que els sistemes 

de conjugació han evolucionat amb els seus replicons, un mateix grup d�incompatibilitat pot 

no tenir el mateix sistema de transferència. Mentre que la replicació vegetativa i conjugativa 

sembla estar emparellada en plasmidis com el RP4 (IncPα) (9) o el R1162 (IncQ) (64), 

d�altres no tenen cap tipus de relació, com en el plasmidi F, tot i que sembla raonable 

assumir que aquest segon cas és característic dels plasmidis auto-transferibles. Molts 

sistemes de conjugació tenen l�habilitat de transferir el material genètic entre diferents 

gèneres i regnes, independentment del sistema de replicació. Els plasmidis F-like 

aparentment estan limitats a la família Enterobacteriaceae mentre que plasmidis com els IncP 

poden transferir-se en un ampli rang de bacteris gramnegatius (54). 
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S�han identificat més de 26 grups d�incompatibilitat en enterobacteris (Taula 1) 14 en 

P. aeruginosa i 15 en S. aureus. El procediment per classificar els plasmidis segons el grup 

d�incompatibilitat es basà en la introducció per conjugació o transformació del plasmidi  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Taula 1. Grups d�incompatibilitat en Enterobacteriaceae .(96) 
Grup Subgrup Plasmidi Soca original Tamany 
B  R724 Shigella flexneri 89 
C  RA1 Aeromonas liquefaciens 133 
D  R7116 Providencia spp. 51 
FI  R455 Proteus morganii 97 
FII  R1 Salmonella enterica serovar Paratyphi B 96 
FIII  ColB-K98 Escherichia coli 108 
FIV  R124 Salmonella enterica serovar Typhimurium 126 
FV  pED208 Escherichia coli 9 
FVI  pSU1 Escherichia coli ND 
FVII  pSU233 Escherichia coli ND 
HI 1 R27 Salmonella enterica serovar Typhi 180 
 2 R478 Serratia marcescens 275 
 3 MIP233 Salmonella enterica serovar Ohio 231 
HII  pHH1508a Klebsiella aerogenes 208 
I1  R46 Salmonella enterica serovar Typhimurium 51 
I2  TP114 Escherichia coli 63 
Iγ  R621a Salmonella enterica serovar Typhimuium 100 
J  R391 Proteus rettgeri 89 
K  R387 Shigella flexneri 82 
M  R446b Proteus morganii 72 
N  N3 Shigella spp. 51 
P α RP1 Pseudomonas aeruginosa 60 
 β R751 Klebsiella aerogenes 46 
Q  R300b Salmonella enterica serovar Typhimurium 9 
T  Rts1 Proteus vulgaris 217 
U  RA3 Aeromonas hydrophila 46 
W  S-a Shigella flexneri 35 
X  R6K Escherichia coli 40 
Y  P1Cm Escherichia coli 93 
Com9  R71 Escherichia coli 79 
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problema dins d�una soca amb un grup de incompatibilitat determinat, si el plasmidi 

resident és eliminat en les generacions futures vol dir que el plasmidi que s�ha introduït 

pertany al mateix grup d�incompatibilitat (31). Pel que fa a el grup d�incompatibilitat i la 

conjugació, s�ha vist com existeix una relació entre el grup d�incompatibilitat i el tipus de 

pil·li i aparellament entre les cèl·lules, de tal manera que plasmidis pertanyents al grup 

d�incompatibilitat FI, FII, FV, HI1, HI2, T, J o X presenten un aparellament mitjançant un 

pil·li flexible i amb una eficiència màxima d�aparellament tant en medi sòlid com en líquid i 

en canvi existeixen uns altres plasmidis pertanyents als grups d�incompatibilitat M, N, P o 

W que presenten un pil·li rígid i amb una eficiència màxima de conjugació en medi sòlid.  

 

    Molts dels grups d'incompatibilitat de la família Enterobacteriaceae han sigut 

reorganitzats i reassignats en altres grups. Un exemple d�aquesta reorganització ha sigut la 

del grup d�incompatibilitat S descrit per Hedges et al. (63) i identificat a S. marcescens el qual 

fou posteriorment determinat com a H2. Avui en dia aquests plasmidis, els qual inclouen el 

plasmidi de referència R478, s�han situat dins el grup d�incompatibilitat HI, subgrup 2. La 

taula 1 mostra els grups Inc reconeguts per Plasmid Section of the National Collection of Type 

Cultures, United Kingdom. Aquesta col·lecció ha sigut creada per Naomi Data i els seus 

col·laboradors al Hospital Hammersmith entre el 1960 i 1982. La determinació del grup 

d�incompatibilitat s�ha utilitzat freqüentment per a classificar els plasmidis a la vegada que 

ha sigut una bona eina per a estudiar la difusió plasmídica de determinats factors. S�ha creat 

una col·lecció de 19 sondes específiques que detecten 17 grups d�incompatibilitat, basades 

en la tipificació dels replicons o rep typing (29), és a dir, la identificació dels diferents 

plasmidis mitjançant hibridació amb diferents sondes que contenen els gens responsables 

de la replicació plasmídica. Però recentment han estat dissenyats iniciadors específics (52, 

92), capaços de determinar fins a 18 grups d�incompatibilitat mitjançant PCR. 

 

 

1.4.2. Seqüències d’inserció 

 

 

 

 

 

 

 Les seqüències d’inserció són els elements transposables més petits, tenen entre 700 i 

2.500 pb. S�han trobat a tots els genomes, tant d�eubacteris (grampositius i gramnegatius) com 

d�arqueobacteris. També són freqüents als genomes de bacteriòfags i encara més als plasmidis.  

IR

tnpA 

IR Figura 4. Representació esquemàtica d�una seqüència d�inserció 

(IS). IRL, repetició invertida esquerra; IRR, repetició invertida 

dreta; tnpA, gen codificador de la transposasa. 

AACTCGCACCGTTTGGCGTATCATC.........GATACGATCAGTCACGCCACGCCAA

TTGAGCGTGGCAAACCGCATAGTAG........CTATGCTAGTCAGTGCGGTGCGGTT 



 

 

32 

 No confereixen caràcters fenotípics al bacteri. Entre les IS hi ha moltes variacions 

d�estructura, però normalment es caracteritzen per tenir en els extrems repeticions invertides 

(IR) d'entre 10 i 40 pb (77), tot i que s�han trobat IS com la IS200, que no en tenen. Moltes IS 

tenen un marc obert de lectura (orf) o diversos de superposats que codifiquen una transposasa i 

la seva regulació o proteïnes reguladores de funció desconeguda (22) (Figura 4). La transposició 

està estretament regulada per un o diversos mecanismes que operen en sèrie, els quals 

normalment mantenen les freqüències de transposició a nivells molt baixos (22). 

 

 

1.4.3. Transposons 

 

Els transposons són elements mòbils que, a diferència de les IS, porten gens 

addicionals, a més dels necessaris per a la seva mobilització. En la família dels enterobacteris 

trobem dues classes de transposons: els transposons compostos o de classe I i els 

transposons no compostos o de la família del Tn3 o també anomenats de classe II. Els 

transposons compostos estan formats per dues IS que tenen diferents gens entremig. En la 

majoria dels casos una de les dues IS és inactiva (Figura 5). Generalment, totes dues IS es 

disposen en forma invertida una respecte de l�altra, però també hi ha transposons on les dues IS 

es troben disposades en la mateixa direcció. Per exemple, el Tn5 està format per dues seqüències 

IS50 invertides i una regió central que conté gens de resistència a la kanamicina, l�estreptomicina 

i la bleomicina; en canvi, el Tn9 té una regió central que conté gens de resistència a 

cloramfenicol i està flanquejada per repeticions directes d�IS1 (22). Els transposons compostos 

més coneguts són els que contenen gens de resistència a agents antimicrobians. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Els transposons no compostos o de la família de Tn3 els trobem molt freqüentment 

en bacteris gramnegatius resistents a antibiòtics. Aquests no presenten dues IS però tenen 

repeticions terminals. A més de la transposasa, codifiquen una resolvasa, que és l�enzim 

encarregat de solventar les estructures formades durant el procés de transposició (o 

cointegrats) actuant sobre seqüències adjacents, anomenades res. La majoria dels transposons 

de la família Tn3 porten gens addicionals de resistència a antibiòtics (7). El Tn21 i el Tn1696 

Figura 5. Esquema d�un transposó compost formant per dues IS disposades en la mateixa direcció. Entre 

ambdues IS es troba, entre d�altres, un gen de resistència (gen R). 

 

IS IS 
gen R
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pertanyen a la família Tn3; són transposons grans que confereixen resistència al mercuri i a 

diversos antibiòtics. Concretament, el Tn21 té una regió central que conté un gen que confereix 

resistència a sulfamides (sul1) i un gen que confereix resistència a l�estreptomicina i 

l�espectinomicina (aadA1). El Tn1696 conté gens de resistència a l�estreptomicina i 

l�espectinomicina (aadA1) i al cloranfenicol (cmlA1). 

 

Hi ha un tipus de transposons que, a diferència dels descrits anteriorment, posseeixen 

no sols la capacitat de mobilitzar-se, sinó que també poden autotransferir-se, són els 

transposons conjugatius. Són elements genètics no replicatius que, a més a més, tenen la 

capacitat de transferir-se no tant sols en l�àmbit intracel·lular sinó també intercel·lular. En el 

procés de transferència requereixen, igual que en la conjugació, el contacte entre dues cèl·lules, 

però a diferència dels plasmidis, aquests no es poden replicar independentment i s�han de 

mantenir en l�hoste integrats en el DNA genòmic o plasmídic. Així doncs, els transposons 

conjugatius posseeixen totes les característiques pròpies dels transposons citades anteriorment i, 

a més a més, requereixen de sistemes gènics complexos per dur a terme tot el procés bioquímic 

de la transferència entre cèl·lules. Per transferir-se d�una cèl·lula a una altra primer s�escindeixen 

i circularitzen, una de les cadenes és transferida a l�altra cèl·lula i un cop allà es forma la cadena 

complementària formant de nou una estructura circular capaç d�integrar-se al genoma del nou 

hoste. Un exemple de transposons conjugatius molt ben estudiats són el Tn916 (41) i el Tn1545 

(28). Es troben més freqüentment en bacteris grampositius com els estreptococs i els 

enterococs. La majoria dels transposons conjugatius descrits porten gens de resistència a la 

tetraciclina, la kanamicina, el cloranfenicol o l�eritromicina (110). 

 

 

1.4.4. Illes genòmiques 

 

Trobem uns altres elements que juguen un paper molt important en el moviment del 

material genètic, són les illetes genòmiques (<10Kb) o illes genòmiques (>10Kb). Tots 

aquests elements formen part d�un pool flexible de gens que es caracteritzen per codificar 

funcions no essencials per a la cèl·lula però que li confereixen avantatges enfront condicions 

particulars (canvis en el medi, patogenicitat enfront un nou hoste, �) i per tenir, normalment, 

un contingut de G+C i una pauta de lectura diferents respecte al cromosoma bacterià. Les illes 

genòmiques poden subdividir-se en diferents grups segons els avantatges que li confereixen al 

nou hoste, illes ecològiques en els microorganismes ambientals, illes saprofítiques, illes de 

simbiosi o illes de patogenicitat (PAIs) en microorganismes que interaccionen amb el seu 

hoste.  
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Les illes genòmiques oscil·len entre 10 i 500 kb de llargada (90), freqüentment 

transporten bacteriòfags i/o restes de seqüències plasmídiques, com són gens de transferència , 

integrases o seqüències d�inserció. Aquests blocs de DNA tan particulars es troben molt sovint 

insertats dintre de gens tRNA o tmRNA (56) del cromosoma de l�hoste, per tant serà molt 

freqüent trobar a banda i banda de les illes de patogenicitat els dos fragments de tRNA, fet que 

autors com Mantri et al. han utilitzat per detectar aquests tipus d�elements mòbils dintre del 

genoma bacterià (79). Les illes genòmiques transporten clusters de gens amb funcions 

específiques que són incorporats al nou DNA en bloc. Transporten gens que els hi confereixen 

activitats de transferència, recombinació i restricció i gens que confereixen avantatges adaptatius 

o de patogenicitat a la cèl·lula on s�inserten, com poden ser la producció de toxines, factors 

d�adherència, la degradació de fenols, la resistència enfront antibiòtics, la fixació de nitrogen, etc. 

S�ha vist però que en algunes illes genòmiques el gen de la transposasa pot estar deleccionat o no 

funcional, essent per tan illes genòmiques no mòbils (90). 

 

 

1.5 Integrons 

 

 

 

 

 

 

 

Uns altres elements que juguen un paper important en la difusió de les resistències són 

els integrons. Són unes estructures genètiques descrites a principis dels anys 80 quan la 

seqüenciació de diferents gens de resistència va revelar una seqüència comuna en la regió 5� que 

contenia un promotor i un gen codificador d�una integrasa, similar a les descrites en els 

bacteriòfags. Els integrons es caracteritzen per ser estructures genètiques capaces d�integrar o 

mobilitzar gens casset que poden codificar determinants de resistència als antibiòtics i 

determinants amb altres funcions. Els integrons s�han disseminat àmpliament entre les espècies 

d�Enterobacteriaceae i alguns s�han descrit com a part de transposons (133). 

 

Els integrons estan formats per tres elements necessaris per a la captura i expressió de 

gens exògens (continguts en els gens casset): un gen que codifica una integrasa (intI), un lloc de 

recombinació específic (attI) i un promotor (Pant) per a l�expressió dels gens casset adjacents. A 

vegades contenen un segon promotor més fort, P2, localitzat adjacentment al primer (Figura 6). 

 

intI 
attI 

Pant 
(P2) 

Pint 

Figura 6. Part conservada en les diferents classes d'integrons. intI 
(gen codificador de la integrasa), Pant (promotor de l'integró 
responsable de l'expressió dels cassets), P2 (promotor fort; no sempre 
present), attI (lloc de recombinació específic). 
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 Com ja s�ha parlat anteriorment, els gens exògens que són incorporats als integrons 

tenen una estructura particular i se�ls ha denominat gens casset. La integració es produeix per 

un mecanisme de recombinació de lloc específic. 

 

Els integrons contenen un lloc de recombinació anomenat attI (format per 65 pb que 

inclou el lloc de recombinació i dues regions corresponents als lloc d�unió fort i dèbil de la 

integrasa) en el qual els gens capturats són integrats gràcies a l�acció de la integrasa IntI. Aquesta 

integrasa sembla que pertany a la família de les recombinases ja que presenta les dues regions 

consensus trobades a la integrasa (intI) del fag λ i a altres recombinases (116). 

 

Els gens casset o gens exògens capturats pels integrons són molècules de DNA no 

replicatives que es troben com DNA circular lliure, però també es poden trobar formant part 

d�una molècula de DNA (plasmidi o cromosoma) com a seqüències lineals. En aquest darrer cas, 

majoritàriament estan inclosos en integrons. Aquests gens casset, generalment, inclouen un únic 

gen i en posició posterior presenten una seqüència de recombinació específica, coneguda com a 

attC o element de 59 bases (59-be), la qual permet el reconeixement i la mobilització dels cassets 

(117). La mida dels cassets varia considerablement entre 250 i 1.600 pb aproximadament (100). 

 

Els gens casset normalment no contenen promotors i s�expressen utilitzant el promotor 

de l�integró. La transcripció dels gens casset inserits en l�integró s�inicia a partir d�un mateix 

promotor i tots ells són transcrits en un mateix mRNA, la qual cosa dóna lloc, per tant, a una 

relativa disminució de la transcripció en els gens més distals.  

 

Els gens casset no es poden moure independentment, però els mobilitza la integrasa 

codificada en l�integró, que reconeix l�attC del gen casset i el lloc receptor attI de l�integró. Això 

permet tant la integració com l�escissió d�aquests cassets a l�integró. La integrasa de la classe 1 

(IntI1), a més a més de catalitzar la reacció d�integració o escissió entre attI1 i attC, pot catalitzar 

ocasionalment processos de recombinació, tant d�integració com d�escissió, entre dos attC. 

També ha estat documentada la recombinació integrativa entre dos attI1 i, fins i tot, entre llocs 

secundaris i l�attC o l�attI1 (60), encara que aquests dos darrers casos tenen lloc amb una 

freqüència baixa. La inserció i/o escissió dels cassets dintre de l�integró juga un paper important 

en la disseminació i la formació de noves combinacions de gens de resistència als antibiòtics. El 

fet que molts integrons posseeixin més d�un gen casset de resistència, juntament amb el fet que 

molts estan localitzats en elements genètics com per exemple transposons o plasmidis, que 

porten determinants de resistència, fa que la selecció a través d�un d�aquests determinants de 

resistència antimicrobiana seleccioni els altres (selecció en autostop) (40). 
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La classificació dels integrons es basa en la seqüència codificadora de la integrasa. 

Actualment se�n coneixen nou classes. Per exemple els membres de les classes 1, 2, 3 contenen 

gens casset de resistència als antibiòtics (100), en canvi l�integró de la classe 8 no presenta cap 

gen casset i el de la classe 9 conté un gen casset de resistència a antibiòtics i altres gens casset de 

funció desconeguda. 

 

Els integrons de la classe 1 són els que es troben amb major freqüència en soques 

aïllades de malalts. Es caracteritzen per tenir una seqüència 5� conservada (5’-CS) que conté el 

gen codificador de la integrasa. La majoria conté també una seqüència 3� conservada (3’-CS) que 

inclou el gen que dóna resistència a components d�amoni quaternari (qacE∆1) i el gen de 

resistència a sulfamida (sul1); aquests dos gens de resistència no són cassets, sinó que es troben 

fixos en l�integró (Figura 7). La longitud d�aquesta regió anomenada 3�-CS és variable en el seu 

extrem 3�, com s�ha descrit en In1 a In5 i In10 (59). També s�han caracteritzat integrons de la 

classe 1 que presenten deleccions en aquesta regió 3�-CS, com per exemple els integrons 

localitzats en el Tn5086 i en el Tn5090. Així doncs, el contingut i l�extensió del segment 3�-CS 

difereix en cada integró (59). Tot i això, Stokes i col. (116) descriuen que aquest fragment conté 

tres pautes obertes de lectura: l�orf4 (qacE∆1), que confereix resistència a components d�amoni 

quaternari i presenta una pauta oberta de lectura a l�extrem 3� que se solapa amb els primers dos 

codons de sul1, encara que amb una pauta de lectura diferent; sul1, un determinant de la 

resistència a les sulfamides; i l�orf5 el producte del qual presenta similitud amb la puromicina-

acetiltransferasa (inhibeix la puromicina, proteïna que inhibeix la síntesi proteica).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Molts dels integrons que pertanyen a aquesta classe han estat identificats en elements 

transposables com l�In2 al Tn21 (116) o l�In4 al Tn1696 (93) (ambdós classificats com a 

membres de la família del Tn3) o en transposons defectius com és el cas d�In0, In2 i In5 (100). 

 

Mentre que la majoria dels integrons de la classe 1 tenen l�estructura descrita 

anteriorment, també s�han descrit integrons inusuals pertanyents a aquesta classe: In6, In7 (118), 

3'-CS5’-CS 

Figura 7. Integró de classe 1. 5�-CS i 3�-CS, segments conservats; intI1, gen codificador de la integrasa; attI1, 

lloc de recombinació específic; qacE∆1, gen que codifica resistència a compostos d�amoni quaternari; sul1, gen 

que dóna resistència a sulfamides; attC (● ), punt de recombinació dels gens casset. 

attCattI1 

Pant 

qacE∆I sul1intI1 

Pint 
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un integró descrit en el plasmidi pSAL-1 de Salmonella enterica serovar Enteritidis que conté el 

gen blaDHA-1 i el seu regulador ampR (125), diferents variants d'integrons complexos portadors 

del gen blaDHA-1 trobats en Klebsiella pneumonie i Klebsiella oxytoca recentment (126), l�In60 portador 

del gen blaCTX-M-9 (106), l�In35, l�In36 i l�In116 portadors tots tres del gen blaCTX-M-2 (4, 98), etc. 

Aquests integrons són inusuals perquè contenen una segona còpia del segment 3�-CS. Tots 

aquests integrons tenen un segment comú de 2,1 kb localitzat entre les dues repeticions 3�-CS, 

que conté l�orf513 (Figura 8). Aquest segment a l�integró de pSAL-1 s�anomena orf341, producte 

de la delecció d�una base que crea un codó stop , obtenint-se una proteïna de 341 aminoàcids.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Les diverses classes d�integrons són capaces d�adquirir els mateixos gens casset, la qual 

cosa indica que el pool de gens casset és compartit. Clark i col. (25), van descriure un 

superintegró en el cromosoma de Vibrio cholerae que contenia més de cent gens casset. 

  

 Fins a l'actualitat s�han descrit més de 60 gens casset dins la família Enterobacteriaceae i el 

gènere Pseudomonas (133). S�han trobat diferents gens de resistència per a la majoria dels 

G) 

aac(6’)-1b 
orf513 

qacE∆1 
sul1IntI1 

catB3 
blaCTX-M-2 orf3 qacE∆1 sul1 blaOXA-30 aar-3 

F) 
orf513 

qacE∆1 sul1
aac(6’)-1b 

IntI1 blaOXA-2 qacE∆1 
sul1 orfD 

qnr ampR orf5 orf6 IS6100 EcoRII

EcoRI1 
Citosina 
metilasa 
 

D) 
orf513 qacE∆1 sul1 IntI1 aadA2 

qacE∆1 
sul1ampC ampR orf5 

C) 
orf513 

qacE∆1 
sul1 aadB IntI1 qacE∆1 

sul1dfrA10 orf5 

E) 
orf513 

qacE∆1 
sul1

IntI1 qacE∆1 dfrA16 aadA2 sul1 ampR orf5 orf6 IS6100 EcoRII

EcoRI1 
Citosina 
metilasa 
 qnr 

orf513 qacE∆1 sul1IntI1 
aadA2 

qacE∆1 sul1aacA4 catA2 orf5 
B) 

A) 
sul1orf513 orf3-like orf1005 qacE∆1 sul1dfrA16 IntI1 aadA2 qacE∆1 

blaCTX-M-9 

Figura 8. Comparació de diferents integrons compostos de classe 1. A) In60 (AF174129) (106). B) i C) 

In6 i In7 (118). D) pSAL-1 (125). E) i F) In36 i In37 (130). G) In35 (4). Les fletxes indiquen les pautes 

obertes de lectura (orf);. ●  attC; ♦ Hipotètica regió de recombinació. 
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antibiòtics; en alguns casos el mecanisme pel qual confereixen la resistència és diferent. Les 

betalactamases codificades en els cassets coneguts fins ara pertanyen a tres classes: classe A 

(gens blaP), metal·lo-betalactamases de la classe B (blaIMP-1) i la classe D (gens blaOXA). 

 

La potència dels integrons rau en la seva versatilitat, és a dir, en l�habilitat de reconèixer 

una alta varietat de seqüències de recombinació i en la seva aparent il·limitada capacitat 

d�intercanvi de gens casset. Aquesta flexibilitat permet una ràpida adaptació al flux impredictible 

dels nínxols ecològics. S�ha observat que els cassets examinats sembla que codifiquen funcions 

adaptatives més que no pas funcions indispensables. Tot i que l�origen dels integrons i dels gens 

casset no està clar, hi ha evidències que mostren que els integrons continuen evolucionant. 

Molts integrons porten gens casset de resistència a antics antibiòtics, no obstant, s�han descrit 

gens casset que codifiquen resistència enfront dels nous antibiòtics (blaIMP, blaVEB-1, blaoxa35). 

 

 

1.6. Antibiòtics betalactàmics 

 

El tractament d�elecció en un gran nombre d�infeccions produïdes per bacteris de la 

família Enterobacteriaceae són els betalactàmics. Els antibiòtics betalactàmics es caracteritzen per 

presentar l� anell betalactàmic que defineix químicament aquesta família, essencial per la seva 

acció antimicrobiana. Es divideixen en penicil·lines, cefalosporines, carbapenems, monobactams 

i inhibidors de les betalactamases. S�uneixen a les proteïnes fixadores de penicil·lina o PBPs, 

enzims amb activitat transglucosidasa, transpeptidasa i, alguns endopeptidasa, implicades en les 

últimes fases de síntesi del peptidoglicà (Figura 9). La unió betalactàmic-PBP inhibeix o 

disminueix la formació d�enllaços entre les cadenes de peptidoglicà, que juntament amb 

l�alliberació d�autolisines fa que el bacteri acabi lisant-se (74, 122). Els bacteris grampositius 

tenen una paret cel·lular on el component principal és el peptidoglicà o mureïna (fins el 90% de 

la paret), en canvi els bacteris gramnegatius tenen una paret més complexa que consta d�una 

membrana externa formada per lípids i proteïnes i d�una capa interna prima de peptidoglicà (un 

10% de la paret).  

 

El peptidoglicà està format per llargues cadenes de glúcids formades per la repetició de 

molècules d�àcid N-acetilmuràmic (NAM) i N-acetilglucosamina (NAG) units per enllaços β-1,4. 

Els àcids muràmics es troben units directament per cadenes de pentapèptids en els cas dels 

gramnegatius i gràcies a un pont pèptidic en grampositius. Entre els aminoàcids típics d�aquestes 

cadenes es troben la L-alanina, el D-glutàmic, l�àcid diaminopimèlic (DAP) o la L-lisina o la D-

alanina, aquests varien depenen si es tracta de gramnegatius o grampositius. Els betalactàmics 

inhibeixen precisament aquesta unió o transpeptidació realitzada per les PBPs a l�última etapa de 
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la síntesi del peptidoglicà. Aquesta inhibició és possible gràcies a la similitud estructural entre els 

compostos betalactàmics i la D-alanil-D-alanina terminal. 
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Els antibiòtics betalactàmics són habitualment bactericides, destruint els bacteris que 

estan en creixement actiu però no als que romanen en repòs. La seva eficàcia terapèutica es 

relaciona especialment amb el temps que romanen en quantitats suficients per sobre del nivell 

terapèutic (àrea bactericida sota la corba). L�efecte post-antibiòtic, que és la persistència de la 

supressió del creixement bacterià després de l�exposició del microorganisme a l�agent 

antimicrobià, és de poques hores enfront els cocs grampositius i menor pels bacils gramnegatius 

(excepte els carbapenems). La brevetat de l�efecte post-antibiòtic i la curta vida d�alguns 

d�aquests compostos, fa que gran part dels betalactàmics s�hagin d�administrar en infusions 

continues o intervals breus. 

 

Els antibiòtics betalactàmics es classifiquen en funció de l�anell betalactàmic que 

contenen (Taula 2): 

 

1) Les penicil·lines són un grup d�antibiòtics que contenen un anell betalactàmic i un 

anell de tiazolidina, format per l�àcid 6-aminopenicil·lànic, estructura derivada de la condensació 

d�una molècula de valina i una de cisteïna per donar lloc al doble anell característic. També tenen 

una cadena lateral variable en la posició 6 de l�anell betalactàmic, cadena que defineix les 

Figura 9 . Paret cel·lular dels bacteris grampositius i gramnegatius. Els antibiòtics 

betalactàmics actuen inhibint la síntesi del peptidoglicà (http://www.cehs.siu.edu). 
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propietats de la molècula. Tal i com observem a la taula, hi ha diferents tipus de penicil·lines, 

com són la penicil·lina G o benzilpenicil·lina i els seus derivats, les penicil·lines resistents a la  

 

 

 

 

penicil·linasa com la cloxacil·lina, les aminopenicil·lines, com l�ampicil·lina i els seus ésters o 

l�amoxicilina, i per últim, les carboxi- i ureidopenicil·lines com la ticarcil·lina i la piperacil·lina 

respectivament. 

 

2) Les cefalosporines són estructuralment similars a les penicil·lines, presenten també 

un anell betalactàmic però en comptes de tenir un anell tiazolidínic presenten un anell de 

dihidrotiazina. Són antibiòtics semisintètics derivats de la cefalosporina C (Figura 10), un 

antibiòtic natural produït pel fong Cephalosporium acremonium (actualment Acremonium chrysogenum). 

L�estructura base és un nucli cefem format a partir de la fusió d�un anell dihidrotiacínic i un anell 

betalactàmic. Les modificacions en les cadenes laterals origina les diferents cefalosporines. Les 

cefalosporines més modernes han anat incrementant la seva activitat bactericida enfront els 

GRUP BETALACTÀMICS 

PENICI·LINES Penicil·lina G, Aminopenicil·lines (Ampicil·lina, Amoxicil·lina), 

Carboxipenicil·lines (Ticarcil·lina), Ureido 

3ª Generació: Cefotaxima, Ceftriaxona, Ceftazidima, Cefpodoxima 

penicil·lines (Piperacil·lina). 

INHIBIDORS 

BETALACTÀMICS 

Àcid clavulanic, Sulbactam, Tazobactam. 

CEFALOSPORINES 1ª Generació: Cefalotina, Cefazolina, Cefradina, Cefalexina, Cefadroxil, 

Cefaloglicina, Cefaloridina, Cefapirina, Cefatricina, Cefacetril, 

Ceforànid, Ceforaxidina, Cefazaflur. 

2ª Generació: Cefamandol, Cefuroxima, Cefonicid, Cefoxitina*, 

Cefaclor, Cefmetazol*, Cefotetán*, Cefotiam, Cefprozil, 

Cefbuperazona*, Cefminox*., Cefixima, Cefibutén, Cefmenoxima, 

Cefodoxima, Cefoperazona, Cefsulodina, Ceftizoxima,. Cefterama, 

Cefdinir, Cefetamet. 

4ª Generació: Cefepime, Cefpiroma,. Cefclidina, Cefozopran, 

Cefluprenam, Cefoselis. 

MONOBACTAMS Aztreonam. 

CARBAPENEMS Imipenem, Meropenem, Ertapenem. 

Taula 2. Principals antibiòtics betalactàmics (*Cefamicines)(46). 
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bacteris gramnegatius. Es distribueixen àmpliament en la majoria de líquids i teixits corporals i 

les concentracions a les que s�arriba són suficients per al tractament d�infeccions. La penetració 

al humor vitri o al líquid cefaloraquidi (LCR) és relativament baixa, tot i que la tercera generació 

de cefalosporines pot assolir nivells bastant alts en aquest últim, pel tractament de les meningitis.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Les cefalosporines de primera generació tenen totes el mateix espectre però es 

diferencien farmacològicament. Tenen una important activitat enfront cocs grampositius 

(excepte enterococs i estafilococs resistents a la meticil·lina) així com per a la majoria de soques 

de E. coli, P. mirabilis i K. pneumoniae. 

 

Les cefalosporines de segona generació tenen un espectre més ampli enfront bacils 

gramnegatius tot i que difereixen en el seu espectre antibacterià. 

 

Les cefalosporines de tercera generació tenen una acció encara més amplia i són més 

estables a la hidròlisi de les betalactamases. Tenen una major activitat enfront els bacteris 

gramnegatius, incloent els Enterobacteriaceae més importants des del punt de vista clínic (E. coli, K. 

pneumoniae, ...). La seva activitat enfront estafilococs grampositius és menor que les 

cefalosporines de primera generació, però són més actives enfront els estreptococs. La 

cefotaxima, va ser la primera obtinguda d�aquest grup, té una modesta activitat enfront P. 

aeruginosa però és molt eficaç enfront cocs grampositius. Per altre banda la ceftazidima presenta 

una gran activitat enfront de P. aeruginosa. 

 

Per últim trobem les cefalosporines de quarta generació, aquestes tenen una bona 

penetració a través de la membrana cel·lular externa dels bacteris i les betalactamases presenten 

una baixa activitat enfront elles. In vitro tenen un espectre d�activitat més ampli i una bona 

activitat enfront els grampositius. 

 

3) Els inhibidors betalactàmics tenen una estructura química betalactàmica. L�àcid 

clavulànic té un nucli similar a l�àcid penicil·lànic de les penicil·lines amb la substitució de l�àtom 

Figura 10. Estructura bàsica de les cefalosporines (cefalosporina C). 
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de sofre en posició 3 per un àtom d�oxigen i no té cadena lateral en posició 6. El sulbactam és 

una sulfona semisintètica de l�àcid penicil·lànic. El tazobactam es diferencia del sulbactam per la 

presència d�un grup triazol en posició 3. No s�utilitzen com a antibiòtics en si, ja que tots tenen 

una baixa activitat antibacteriana, sinó com associats. Els inhibidors betalactàmics s�uneixen a les 

betalactamases formant enllaços covalents amb aminoàcids residuals al centre actiu de les 

betalactamases, inactivant-les de forma irreversible, aconseguint un augment de l�activitat dels 

antibiòtics betalactàmics sensibles a betalactamases. Actualment les associacions d�aquests 

inhibidors són àcid clavulànic amb amoxicil·lina, sulbactam amb ampicil·lina, àcid clavulànic 

amb ticarcil·lina i piperacil·lina amb tazobactam, aquestes combinacions augmenten l�activitat 

antibacteriana dels betalactàmics de 4 a 32 cops més. 

 

4) Els carbapenems tenen com a base un anell betalactàmic fusionat a un pirrolidínic 

compartint un nitrogen. Aquestes modificacions i les cadenes laterals condicionen una major 

afinitat per les PBPs, un augment de la potència, de l�espectre antibacterià i de la resistència 

enfront les betalactamases, essent els betalactàmics de més ampli espectre i activitat. 

 

5) Els monobactams són derivats de l�àcid 3-aminomonobactàmic. Tenen una 

estructura betalactàmica simple amb una estructura monocíclica on l�anell betalactàmic no està 

unit a cap altre.  

 

 

1.7. Betalactamases 

 

 El mecanisme majoritari de resistència a betalactàmics en bacils gramnegatius causants 

d�infecció és l�expressió de betalactamases. Les betalactamases són enzims que hidrolitzen 

penicil·lines, cefalosporines, monobactams i/o carbapenems, per trencament de l�anell 

betalactàmic. Aquests enzims es troben codificats per gens (bla) de localització molt variable, 

podent-se trobar tant en DNA cromosòmic com en plasmídic. Molt sovint s�han trobat formant 

part d�integrons, ja sigui com a gens casset o localitzats a la part variable d�integrons compostos. 

Però també s�han localitzat formant part d�estructures que presenten mobilitat pròpia com és el 

cas dels transposons. 

 

Les betalactamases s�uneixen als betalactàmics mitjançant un enllaç no covalent 

reversible; posteriorment té lloc una acilació entre el grup éster de l�anell betalactàmic i el grup 

hidroxil lliure del residu de serina (en el cas de les betalactamases de classe A, C i D) del centre 

actiu de l�enzim. Finalment l�enzim, que resta actiu, és hidrolitzat i alliberat, i l�antibiòtic, 

inactivat (129)(Figura 11). 
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 Alguns enzims en comptes de serina al centre actiu requereixen de zinc com a molècula 

activa, són els metal·loenzims o les betalactamases de classe B d�Ambler (16). 

 

L�existència d�una pressió selectiva per l�abús de betalactàmics està conduint a una 

selecció de gens que codifiquen betalactamases que han ampliat el seu perfil d�hidròlisi. La 

introducció de la penicil·lina G i la posterior introducció de les diferents generacions de 

cefalosporines ha donat lloc paral·lelament a l�aparició de penicil·linases, cefalosporinases 

d�ampli espectre i penicil·linases-cefalosporinases d�espectre ampliat (betalactamases d�espectre 

ampliat o BLEAs). En l�actualitat, les betalactamases són capaces d�hidrolitzar la totalitat dels 

betalactàmics. 

 

Aquesta diversitat d�enzims descrits, fa que la classificació de les betalactamases 

sigui complexa (Taula 3). Al llarg dels anys s�han proposat diferents tipus de classificacions 

segons criteris de perfil del substrat d�hidròlisi (103), de classe molecular (2), o segons les 

característiques funcionals (15, 18). La classificació de Bush, Jacoby i Medeiros (18) divideix les 

betalactamases en quatre grans grups segons el perfil del substrat d�hidròlisi i el perfil d�inhibició 

pels antibiòtics inhibidors de les betalactamases, com és l�àcid clavulànic. 

Tots els enterobacteris (a excepció de les salmonel·les i possiblement P. mirabilis) 

presenten en el seu cromosoma un gen que codifica una betalactamasa, essent aquesta específica 

d�espècie (73). Poden expressar-se constitutivament, a nivells basals en els quals no mostren cap 

patró de resistència o poden ser induïdes per algun betalactàmic. En ambdós casos, mutacions 

Figura 11. Acció de les betalactamases de 
classe A, C i D (centre actiu: Serina). 

acilació

unió
complexe no 
covalent 

complexe
covalent 
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puntuals poder comportar la hiperproducció de l�enzim, en aquest darrer cas la resistència afecta 

a la major part de betalactàmics. 

 

Les betalactamases plasmídiques generalment s�expressen constitutivament tot i que de 

manera variable. És probable que tinguin el seu origen en les betalactamases cromosòmiques, 

com és el cas de la SHV-1 i la betalactamasa plasmídica de K. pneumoniae que presenta un 100% 

d�homologia o la CTX-M-5 amb la betalactamasa cromosòmica KLUA-1 de Kluyvera ascorbata 

(66); tot i que en molts casos l�organisme del qual provenen es desconeix. L�amplia distribució 

de les betalactamases es deu al fet que molts dels gens que les codifiquen es troben formant part 

d�integrons o d�elements mòbils com els gens casset o els transposons i aquests a la vegada 

poden estar formant part d�un plasmidi, fet que els hi confereix una gran difusibilitat, fent que 

betalactamases que estaven confinades a un grup bacterià puguin observar-se, tard o d�hora, en 

altres espècies, fins i tot taxonòmicament allunyades. 

 

Podem agrupar les betalactamases plasmídiques en quatre grans grups en funció del 

seu fenotip de resistència: 

 

1) Betalactamases d�ampli espectre (grups 2b, 2ci 2d): TEM, SHV, OXA i CARB 

(PSE). 

 

2) Betalactamases d�espectre ampliat o BLEAs (grups 2be i 2d): TEM, SHV, OXA i 

CTX-M. 

 

3) Betalactamases resistents a inhibidors (grup 2br): TEM, SHV i OXY-2. 

 

4) AmpC plasmídiques (grup1): LAT, FOX, MIR, CMY-2 a 7, etc. 

 

5) Carbapenemases plasmídiques: grup 3a: VIM, IMP, KPC-1, etc. 

    grup 2d: OXA-10/-23/-27 i �40. 
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Taula 3. Classificació de les betalactamases (18). 
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A 2ª 

 

Serina Penicil·lines + - Penicil·linases de bacteris grampositius, 

que podent ser cromosòmiques o 

plasmídiques. 

A 2b Serina Penicil·lines i 

cefalosporines 

+ - Penicil·linases-cefalosporinases.  

Plasmídiques: TEM-1/2, SHV-1, 

OHIO-1 i ROB-1.  

Cromosòmica: SHV-1 de K. 

pneumoniae. 

A 2be Serina Penicil·lines, 

cefalosporines 

i monobactams

+ - Penicil·linases-cefalosporinases 

d�espectre ampliat  

Plasmídiques: TEM-2/3,TEM-

42,TEM-43,TEM-46 a 50,TEM-52 a 

58,TEM-60 a 64,TEM-66 a 72,TEM-

75,TEM-79 a 102,TEM-104 a 139; 

SHV-2 a 63 (excepte SHV-10); CTX-

M-1 a 40; TOHO-1/2, UOE-1/2, 

SFO-1, FEC-1, VEB-1 a 3, PER-1/2, 

GES-1 a 4, IBC-1/2 i TLA-1.  

Cromosòmica: K1 de Klebsiella oxytoca, 

KLUA-1 a KLUA-12 de Kluyvera 

ascorbata, KLUC-1 de Kluyvera cryocrescens 

i KLUG-1 de K. georgiana. 

A 2br Serina Penicil·lines - - Penicil·linases resistents als inhibidors 

derivades de TEM (IRT). 

Plasmídiques:TEM-30 a 41,TEM-44 a 

45,TEM-51,TEM-54,TEM-59,TEM-

65,TEM-67,TEM-73,TEM-74,TEM-76 

a 78,TEM-81 a 84,TEM-103 i SHV-10.



 

 

46 

A 2c Serina Penicil·lines 

carbenicil·lines 

+ - Penicil·linases-carbenicil·linases 

plasmídiques: PSE-1 (CARB-2), PSE-

3, PSE-4 (CARB-1), PSE-5 (CARB-7), 

CARB-3 a CARB-9. 

A 2e Serina Penicil·lines, 

cefalosporines i 

cefuroxima 

+ - Cefalosporinasa cromosòmica 

induïble:  

Sed-1 de Citrobacter koseri i Citrobacter 

sedlakii.  

L-2 de Stenotrophomonas maltophilia. 

A 2f Serina Penicil·lines, 

cefalosporines i 

carbapenems 

+ - Carbapenemases : 

 NMC-A i IMI-1 d’Enterobacter cloacae, 

SME-1 a SME-3 de Serratia marcescens., 

GES-2 a 4, KPC-1 a 4, en Bacillus cereus, 

Serratia marcescens, P. aeruginosa i K. 

pneumoniae. 

B1 3ª Zinc - + Carbapenemases plasmídiques:  

IMP-1 a 17, VIM-1 a 11, MET-1. 

B2 3b Zinc - + Carbapenemases cromosòmiques:  

CphA i Sfh-1 d�Aeromonas hydrophila. 

B3 3ª 

 

Zinc 

 

Penicil·lines, 

cefalosporines i 

carbapenems 

excepte els 

monobactams - + Carbapenemasa cromosòmica 

induïble: 

L1 i THIN-B de Stenotrophomonas 

maltophilia i Janthinobacterium lividum. 

B3 3c Zinc  - + Carbapenemasa cromosòmica: FEZ-1 

de Legionella gormanii. 

C 1 Serina Penicil·lines, 

cefalosporines i 

monobactams 

- - Enterobacteris i Pseudomonas, tant 

cromosòmiques com 

plasmídiques:FOX-1 a 6, MIR-1 A 3, 

MOX-1/2, LAT-1 a 4, CMY-1 a CMY-

19, BUT-1, BIL-1, ABA-1, ACT-1, 

ACC-1/2, DHA-1, DHA-2, � 

D 2d Serina Penicil·lines 

isoxazòliques 

+/- - Penicil·linases-oxacil·linases 

plasmídiques: OXA-1 a OXA-80 

(OXA-10, OXA-23 a OXA-27 i OXA-

40 amb activitat carbapenemàsica). 
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?d 4 Serina Penicil·lines - - Penicil·linasa cromosòmica o 

plasmídica de Burkholderia cepacia. 

 

a) classificació basada en el grup funcional (18). 

       b) classificació basada en les característiques moleculars (2), ambdues actualitzades (17). 

       c) àcid clavulànic. 

       d) desconegut. 

 

 

 

1.8. Betalactamases de la família de les CTX-M 

 

Un grup de gran interès clínic i epidemiològic són les BLEAs del grup CTX-M, les 

quals presenten una major afinitat per a la cefotaxima. Les CTX-M es van descriure com a una 

nova família d�enzims d�espectre ampliat fa setze anys. Al 1989 i 1990 aparegueren les 

betalactamases CTX-M-1 i MEN-1 a Alemanya i Itàlia respectivament, en soques d� E. coli (6, 8). 

Al mateix temps que començaven a aparèixer a Sud Amèrica (6). Al seqüenciar la betalactamasa 

MEN-1 s�observà que tenia només un 39% d�homologia amb betalactamases TEM i SHV 

descrites fins aleshores. Per tant era la primera betalactamasa plasmídica de classe A no-TEM i 

no-SHV BLEA descrita. Anys més tard es descrigué la betalactamasa d�espectre ampliat Toho-1, 

la qual mantenia un 83% d�homologia amb la MEN-1. Posteriorment s�observà com la 

betalactamasa MEN-1 i CTX-M-1 eren la mateixa i que la Toho-1 era una variant d�aquesta, la 

qual es designà CTX-M-2. Aquestes noves betalactamases es caracteritzaven per tenir punts 

isoelèctrics alcalins i que presentaven més resistència enfront la cefotaxima que enfront la 

ceftazidima a la vegada que eren sensibles als inhibidors. Des de llavors aquesta família d�enzims 

ha anat creixent i disseminant-se arreu del món i en diferents espècies bacterianes, però sobretot 

en enterobacteris (Escherichia coli, Shigella sonnei, Proteus mirabilis, Citrobacter freundii, Citrobacter 

amalonaticus, Serratia marcescens, Klebsiella pneumoniae, Salmonella enterica, Enterobacter aerogenes, etc.). 

 

Actualment (octubre 2005) s�han descrit 49 enzims diferents, anomenats CTX-M, UOE 

o Toho, els quals es classifiquen segons la seva seqüència aminoacídica. L�estudi filogenètic 

revela la presència de cinc grans grups, els membres de cada grup mantenen una homologia 

superior al 94%, mentre que membre de diferents grups mantenen una homologia inferior al 

90% (Figura 12) (http://www.lahey.org/studies/webt.htm): 
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♦ El primer grup (grup CTX-M-1) el formen els enzims CTX-M-1 (MEN-1), -3, -10, 

-11, -12, -15 (UOE-1), -22, -23, -28, -29, -30, -32, -33, -34, -36, -37, -42. 

 

♦ El segon grup (grup CTX-M-2) inclou la CTX-M-2, -4, -5, -6, -7, -20, -31, -35, -43 

i la Toho-1. 

 

♦ El tercer grup (grup CTX-M-8) està format per la CTX-M-8 i la CTX-M-40.  

 

♦ El quart grup (grup CTX-M-9) està format per la CTX-M-9, -13, -14 (CTX-M-18), 

-16, -17, -19, -21, -24, -27, -38, -46, -47, -48, -49, -50, -51 i la Toho-2. 

 

♦ I per últim, el cinquè grup (grup CTX-M-25) està format per la CTX-M-25, -26,    

-39 i la -41. 

 

Entre tots cinc grups existeix una baixa homologia (entre un 68.7 i un 88.2%) fet que fa 

pensar que cada grup prové d�orígens diferents. Fins ara s�ha pogut observar que els enzims del 

grup CTX-M-1 presenten una baixa homologia (78.4 i 86%) amb la betalactamasa cromosòmica 

KLUC-1 de K. cryocrescens (32). Però per exemple, enzims del grup CTX-M-2 comparteixen 

una homologia de entre un 96.6 % i un 100% (CTX-M-5) amb la betalactamasa cromosòmica de 

K. ascorbata, KLUA-1 (100% homòloga amb KLUA-2) (84). Així com també la betalactamasa 

CTX-M-8 presenta una homologia d�un 99% amb la betalactamasa cromosòmica de K. 

georgiana, KLUG-1, havent-hi a més a més entre aquestes dues últimes una homologia entre el 

83-88% dels seus entorns genètics (97). Estudis molt recents de l�entorn genètic de la 

betalactamaca cromòsòmica de K. georgiana han detectat una elevada homologia (99%) amb 2.7 

kb de l�entorn genètic de la betalactamasa CTX-M-9 localitzada a l�integró In60 i d�un 100% 

amb la betalactamasa CTX-M-14 (89). Aquesta alta homologia entre els enzims naturals de 

Kluyvera i els enzims adquirits CTX-M suggereix que les betalactamases naturals de K. ascorbata i 

K. georgiana puguin ser progenitors de les betalactamases dels grups CTX-M-2 i CTX-M-8 

respectivament. D�aquesta manera els progenitors dels grups CTX-M-1 i CTX-M-25 serien 

encara desconeguts. 
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Figura 12. Arbre filogenètic realitzat a través de la comparació de seqüències aminoacídiques seguint el 

mètode Clustal i el programa DNAstar. Actualitzat a l�octubre 2005. 
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Els gens blaKLUA, blaKLUC i blaKLUG s�han descrit localitzats al cromosoma on les 

seqüències que es troben als seus voltants tenen una certa homologia entre elles (32, 66, 97). Els 

gens blaCTX-M s�han localitzat en plasmidis que varien molt en el seu tamany, coexistint molt 

freqüentment amb el gen blaTEM-1. Els plasmidis portadors del gen blaCTX-M normalment són 

conjugables in vitro. Però també s�han localitzat aquests gens al cromosoma (134). Aquest fet 

suggereix una possible mobilitat d�aquests gens que permetria una àmplia i ràpida difusió. 

 

Totes les betalactamases de la família de les CTX-M, a excepció de la Toho-2 que té dos 

residus menys, contenen 291 residus d�aminoàcids, que donen a la proteïna una massa molecular 

de 28kDa. Els punts isoelèctrics d�aquestes varien en el rang de 7.4 a 9. Aquestes betalactamases 

són menys eficients que les TEM i les SHV enfront les penicil·lines. 

 

Les BLEAs tenen un espectre d�hidròlisi estès enfront les oxymino-cefalosporines i 

monobactams, mantenint-se sensibles a la cefoxitina, a inhibidors de betalactamases i als 

carbapenems. Les CTX-M es caracteritzen per ser més actives enfront la cefotaxima que 

enfront l�aztreonam o la ceftazidima (Figura 13). Tot i que han aparegut variants amb mutacions 

al centre actiu omega-loop, com la CTX-M-15, -16, -27 i �32, més actives enfront aquesta última 

gràcies a una substitució Asp240Gly o la CTX-M-19 amb una substitució a Pro167Ser conferint-

li també més resistència enfront la ceftazidima que a la cefotaxima (11, 21). O la betalactamasa 

CTX-M-23 amb una substitució de Pro167Thr que també li confereix un augment de la hidròli- 

 

      

 

 

 

 

 

si de la ceftazidima. Els residus de Ser-237 

i Arg-276 semblen ser els responsables de 

l�activitat cefotaximasa però el perfil 

d�espectre ampliat és una característica 

intrínseca i no producte de mutacions 

puntuals (48, 49).  

 

L�antibiograma interpretatiu 

per a les betalactamases de tipus CTX-M 

serà de resistència enfront totes les 

cefalosporines d�espectre ampliat i 

l�aztreonam. 

 
Figura 13. Patró de resistència característic de les 

betalactamases CTX-M-9.

AMP PIP CF TE

CXM CAZ FOX NA

CTX AMC FEP CIP

CS ATM IMP SXT
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1.9. L’enzim CTX-M-9  

 

 Fruit d�un estudi realitzat al nostre Hospital, basat en la detecció i caracterització de 

BLEAs en enterobacteris durant el període 1996-1999 (105), es trobaren soques que 

presentaven sensibilitat reduïda o resistència enfront les penicil·lines, cefalosporines (excepte la 

cefoxitina i la ceftazidima) i a l�aztreonam, mostrant un fenotip de sinèrgia entre l�àcid clavulànic 

i la cefotaxima, característic de BLEA. Es seleccionà una d�aquestes soques (785-D) i es realitzà 

l�estudi per caracteritzar la betalactamasa. L�estudi del pI mostrà un punt al voltant de 8, el qual 

presentava activitat al ésser revelat amb ceftriaxona. A l�hora de caracteritzar el pI de ≅ 8 amb 

les PCR compatibles amb aquest punt (blaSHV i blaOXA) foren totes negatives indicant que podria 

tractar-se d�una nova betalactamasa d�espectre ampliat. Aquesta soca es conjugà (MSP492) per 

realitzar estudis de clonació, subclonació i seqüenciació. A partir dels resultats obtinguts, tant 

fenotípics com genotípics, es descrigué una nova betalactamasa de la família de les CTX-M, la 

CTX-M-9 (107). 

 

 L�estudi de l�entorn genètic del gen blaCTX-M-9 va demostrar la presència a l�extrem 5� de 

l’orf513, el qual s�havia descrit formant part dels integrons compostos In6, In7 i l�integró present 

en el plasmidi pSAL-1. Aquest fet va fer pensar que pogués estar dins d�un integró, i a partir de 

diferents clonacions i posteriors seqüenciacions es va confirmar aquesta hipòtesi i es va 

anomenar In60, essent aquest un nou integró compost de classe 1 (GenBank AF1741299 (106). 

Aquest integró es caracteritza per presentar les seqüències conservades dels integrons de classe 1 

(5�CS i 3�CS), entre les quals hi ha dos gens casset: dfrA16 (dihidrofolat-reductasa) i aadA2 

(aminoglicòsid-adeniltransferasa), a continuació trobem l�orf513 i a continuació una regió descrita 

per Valentine i col. (124) com a punt calent de recombinació. Seguidament es troba el gen 

blaCTX-M-9 que junt amb una regió de 394 pb del seu extrem 3�, presenten una homologia del 81 i 

78% amb els gens cromosòmics blaKLUA-1 i l�orf3 de K. ascorbata (nombre d�accés AF272538). 

Posteriorment es troba una nova seqüència d�inserció, la IS3000, caracteritzada per contenir a 

cada extrem unes repeticions invertides (IR) imperfectes i el gen codificador d�una possible 

transposasa, degut a una elevada homologia amb la transposasa del Tn5501 descrit a Pseudomonas 

putida. Posteriorment a la IS es troba una regió attC que conté 48 nucleòtids idèntics als descrits 

en el gen casset aadA2 i seguidament hi ha la segona repetició de l�extrem 3�CS conservat dels 

integrons de la classe 1, que conté els gens qacE∆1 i sul1 (Figura 8). Tal i com s�ha descrit a la 

bibliografia alguns integrons de classe 1 i 2 presenten als seus extrems IR que li confereixen 

propietats de transposició (58). Es confirmà una IR a 1193 pb respecte al segment 5�CS a 

l�extrem 5�, però no s�aconseguí trobar a l�altre extrem. 
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1.10. Incidència de CTX-M-9 a l’Hospital de la Santa Creu i Sant Pau 

 

En l�estudi que es realitza al nostre Hospital sobre la caracterització de BLEAs s�ha 

pogut determinar la incidència de la betalactamasa CTX-M-9 al llarg dels anys (Taula 4). Tal i 

com s�observa a la taula 4, la betalactamasa CTX-M-9 va patir un augment significatiu l�any 1998 

observant-se un pic on representava un 93% de les BLEAs aïllades en E. coli al nostre Hospital. 

A partir d�aquest any la proporció de CTX-M-9 respecte a la totalitat de BLEAs ha anat 

disminuint fins a situar-se en un 13% a l�any 2003 i un 22.4% l�any 2004 en E. coli (22% en 

enterobacteris). Aquesta disminució és inversament proporcional a l�augment que han sofert 

altres betalactamases com poden ser la SHV-12 o la CTX-M-14, on aquesta última ha augmentat 

entre el 1999 i el 2004 d�un 7.7 a un 61.7% respecte al total de BLEAs aïllades en E. coli al nostre 

Hospital. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1994 1995 1996 1997 1998 1999 2000 2001 2002 2003 TOTAL
Nº a illa ts 2302 2476 2320 2816 2606 2283 2398 1820 2357 2440 23818

TEM-10 1 1 2
TEM-12 1 1 1 3
TEM-19 1 1
TEM-104 1 1
Total TEM 1 1 0 0 0 2 0 0 2 1 7

 TEM (% ) 0,04 0,04 0 0 0 0,08 0 0 0,08 0,04 0,03

SHV-2 1 1 4 1 1 1 1 4 14
SHV-12 2 8* 12** 10 32
Total SHV 1 0 1 4 1 1 3 9 12 14 46

SHV (% ) 0,04 0 0,04 0,14 0,04 0,04 0,12 0,5 0,5 0,5 0,19

CT X-M -9 6 4 14 8 9 22* 22** 8 93
CTX-M-14 1 4 6 17 32 60
CTX-M-1 2 4 6
CTX-M-2 1 1
CTX-M-3 1 1 2
CTX-M-10 1 1
CTX-M-15 4 4
CTX-M-32 1 2 3
Total CTX-M 0 0 6 4 14 10 13 31 44 48 170

CTX-M (% ) 0 0 0,26 0,14 0,53 0,44 0,54 1,7 1,86 2,05 0,71

BLEAs Total 2 1 7 8 15 13 16 40 58 63 223

Prevalence (% ) 0,08 0,04 0,3 0,28 0,57 0,61 0,66 2,19 2,46 2,66 0,94

M-9/BLEAs(% ) 0 0 85 50 93 61 56 55 38 13 42

M-9/E. coli (% ) 0 0 0,2 0,14 0,54 0,35 0,37 1,2 0,93 0,33 0,39

** 6 soques amb SHV-12 + CTX-M-9
* 8 soques amb SHV-12 + CTX-M-9

Taula 4 . Incidència de Betalactamases espectre ampliat o BLEAs a l�Hospital de la Santa Creu i Sant 

Pau. 
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Pel que fa al període comprés entre 1996 i 1999, la incidència de CTX-M-9 era elevada 

en proporció a les altres BLEAs, ja que per exemple, no va ser fins al 1999 que no es detectà la 

primera CTX-M-14 i la primera CTX-M-3. La incidència de SHV-2 i SHV-12 era molt baixa, es 

mantenia entre 1 i 4 soques per any durant aquest període. Tot i aquest increment, la incidència 

de CTX-M-9 era baixa. Cal destacar que un 39.4% d�aquestes soques provenien de pacients 

extra-hospitalaris i un 60.6% d�intra-hospitalaris però que en cap cas corresponien a soques 

relacionades amb brots epidèmics. 

 

El fet que la incidència d�aquests enzims tingués un pic i un augment tant pronunciat i 

que cada cop es trobin en més d�espècies bacterianes i en àrees geogràfiques distants , fa pensar 

que si l�origen d�aquests enzims està en les betalactamases cromosòmiques de diferents espècies 

algun element mòbil deu haver intervingut en la seva posterior difusió. 
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2. OBJECTIUS 

 

Al final de la dècada dels 90, donada la creixent incidència de BLEAs al nostre hospital i 

en concret de la CTX-M-9, ens vam plantejar esbrinar el per què d'aquest fet. A partir dels 

coneixements previs comentats, hipotetitzarem que el gen que codifica la betalactamasa 

CTX-M-9 es trobava en un plasmidi conjugatiu que possiblement hauria difós per diferents 

clons bacterians. A més, molt probablement aquest gen podria trobar-se en algun element 

mòbil que encara afavorís més aquesta difusió. Per altra banda i donat que els bacteriòfags 

són un dels vehicles més eficients alhora de transferir fragments de DNA entre les cèl·lules, 

volíem esbrinar també el seu paper en l'increment dels nivells de resistència, particularment 

en gramnegatius, durant els últims anys.  

 

Així doncs, els objectius d'aquesta tesi han estat: 

 

1) Descartar cap relació clonal entre les soques productores de la betalactamasa CTX-M-9 

recollides en un període de quatre anys (1996 a 1999). 

 

2) Determinar si els entorns del gen blaCTX-M-9, l�In60, és una estructura conservada en totes 

les soques per, d�aquesta manera, obtenir informació sobre l�origen, formació i evolució 

d�aquest integró. 

 

3) Caracteritzar els plasmidis portadors del gen blaCTX-M-9. 

 

4) Determinar el paper que poden jugar en la difusió de betalactamases els bacteriòfags 

aïllats en aigües residuals tant humanes com animals. 
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5) RESULTATS I DISCUSSIÓ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.1. Selecció de les soques a estudiar 

 

 Des de l�any 1996 al 1999 han estat aïllades 37 soques (33 E. coli i 4 S. enterica) 

portadores de la BLEA CTX-M-9 (caracteritzada pel fenotip i la amplificació positiva amb 

iniciadors específics del grup de la betalactamasa CTX-M-9). L'any 2000 s'observà com aquesta 

betalactamasa es trobava situada dins d'un integró complex de classe 1, l'In60 (106). 

 

 El nostre treball (44) no contempla ni les 4 salmonel·les ni 3 de les 33 E. coli. La soca 

1381-D perquè provenia del mateix pacient que la soca 1382-D, la soca 1387-D perquè resultà 

no ser una CTX-M-9 sinó una CTX-M-14 flanquejada per la ISEcp1 i la IS903, i la soca 743-D 

perquè no es pogué recuperar de l'arxiu. Tot i això, les soques 1381-D i 1387-D si que foren 

incloses a l�estudi de macrorestricció genòmica amb alternança de camps. 

 

 Donat que s'han descrit soques portadores de CTX-M-9 conjuntament amb d�altres 

betalactamases d�espectre ampliat com la SHV-12 (80), on la presència d'aquesta associació pot 

passar desapercebuda a l'observar el patró de resistència de la soca, es descartà aquesta 

possibilitat tant per la determinació del punt iosoelèctric de les betalactamases presents en 

aquestes soques com per PCR dels gens blaSHV. Totes les soques resultaren negatives per aquest 

gen. 

 

 Les 30 soques d�E. coli de l�estudi foren aïllades en 10 homes d�edat compresa entre 5 i 

95 anys i de 20 dones d�edat compresa entre 25 i 92 anys. Les soques provenien de mostres 

d'orina, sang, catèters i altres, de pacients de diferents serveis (Taula 5 i 6).  

 

 Les 4 salmonel·les no contemplades en aquest estudi (a les quals tan sols se'ls hi va fer 

l'estudi plasmídic, Taula 7) foren aïllades de pacients amb gastroenteritis, tres dels quals 

blaCTX-M-9 

Figura 14. Representació gràfica dels iniciadors utilitzats per analitzar l'estructura de 
l'integró In60. 
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provenien de l�Hospital �Virgen de Arreixaca� (Múrcia) (113). Dos d�aquests pacients eren nens 

d�entre 1 i 3 anys i els altres dos eren adults. Cap dels 4 pacients tenien cap relació, vivien en 

zones diferents i foren atesos en dies diferents. 

 

   

Taula 5. Mostres de les quals s�han aïllat les diferents soques d�E. coli amb CTX-M-9 a      a   

l�Hospital de Sant Pau. 

 1996 1997 1998 1999 Total 

6b 2 10 7 25
Sang 0 2 0 0 2
Catèters 0 0 1 0 1
Altres a 0 0 2 3c 5

       a) 3 exudats esternals, 1 drenatge i 1 femta (portador sà).     
       b) D�una d�aquestes orines s�aïllà la soca 743-D (no inclosa a l�estudi).     
       c ) Pacient que també té una mostra d'orina el mateix any. 
 

 

    Taula 6. Serveis de l�Hospital de Sant Pau en els qual s�han aïllat les diferents soques 

     amb CTX-M-9. 

 1996 1997 1998 1999 Total 

Endocrinologia 1 0 0 0 1 
Hematologia 0 1 0 0 1 (1) 
Patologia digestiva 1 0 0 0 1 (1) 
Oncologia 3b 1 1 1 6 (4) 
UCI 0 1 1 0 2 (2) 
Medicina interna 1 1 1 2 5 (5) 
Cirurgia general 0 0 3 2 5 (4) 
Cardiologia 0 0 0 1 1 (1) 
Cirurgia cardíaca 0 0 0 2a 2 (2) 

Urgències generals 0 0 4 1 5 
Urgències pediatria 0 0 1 0 1 
Urgències ginecologia 0 0 1 0 1 
Ambulatori 0 0 1 0 1 

        a) Les dues mostres (exudat i orina) aïllades en aquest servei provenen del mateix pacient. 
     b) D�un d�aquests pacients s�aïllà la soca 743-D (no inclosa a l�estudi). 
    (  ) Pacients ingressats. 

 

 
 

3.2.     Estudi de la clonalitat 

 
 El primer objectiu fou estudiar si existia una relació epidemiològica entre les soques 

d'E. coli de l�estudi. La tècnica utilitzada fou la macrorestricció de DNA genòmic i electroforesi 

en camp pulsat o PFGE (OFAGE, Orthgonal Field Agarose Gel Eletrophoresi, Amersham 

Biosciences), utilitzant XbaI com enzim de restricció. S'analitzà el patró de camp pulsat 
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mitjançant el sistema informàtic BioImage System (Millipore, USA). S�observà com la majoria de les 

soques tenien com a mínim 8 bandes de diferència i es van considerar no clonals (Figura 15 i 17). 

 

 Una de les soques, la 1226-D, no és tipable ja que es va repetir dos cops el camp pulsat i 

sempre s�autolisava (75). Només trobem dues soques amb igual patró de restricció, la soca 1381-D i 

la 1382-D provenien del mateix pacient, per tant, una d�elles fou retirada de l�estudi. S�observen 

també dos grups, un format per les soques 759-D i 876-D, i l�altre format per les soques 1266-D i la 

1249-D (Figura 15), on les soques que els integren es diferencien entre elles en 6 bandes i per tant 

podrien estar possiblement relacionades. Però, si ens adrecem a l�epidemiologia clínica, les dues 

primeres foren aïllades en el servei de patologia digestiva i a la unitat de cures intensives, 

respectivament, i les altres dues foren aïllades a urgències generals i a urgències pediàtriques amb un 

interval de sis mesos de diferència, descartant així una possible relació epidemiològica entre elles. 

  

 La diversitat clonal observada en el conjunt de soques portadores de la betalactamasa 

CTX-M-9, ha esta descrita per altres autors com Bou et al. (13), el qual observà com en un període 

de temps més curt, entre gener i octubre del 2001, a l�Hospital Juan Canalejo de la Coruña, es 

detectaren 17 soques portadores de la betalactamasa CTX-M-14, on les soques no estaven 

relacionades entre elles. Així, la diversitat clonal trobada en E. coli portador de la betalactamasa 

CTX-M-9 en l�àmbit hospitalari podria ser un reflex de la existència d�aquesta diversitat en la 

població sana, talment com s�ha descrit en altres microorganismes amb altres resistències, 

incloent E. coli resistent a fluoroquinolones (43), neumococs resistents a la penicil·lina (122) o 

fins i tot Staphylococcus aureus resistent a la meticil·lina (23) els quals han esdevingut un important 

problema no tant sols en l�àmbit hospitalari sinó també en la comunitat. El fet que no existeixi 

un clon predominant portador de la betalactamasa CTX-M-9 fa pensar que la difusió de la 

resistència es deu a la presència d�un element mòbil, com podria ser un plasmidi o un transposó.  
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Figura 15. Dendrograma de les 30 soques analitzades. La recta indica el punt de tall de les soques possiblement relacionades i les no clonals
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3.3. Conjugacions 

 

 Es realitzaren conjugacions biparentals a 37ºC de totes les soques de l�estudi. La 

transferibilitat de la resistència es comprovà en totes les soques mitjançant la conjugació amb la 

soca receptora HB101 kanamicina-azida resistent (111). De les 30 soques s'obtingueren només 

13 transconjugants amb diferents freqüències de conjugació:  

 

Donadora/ transconjugant (plasmidi): freqüència de conjugació 

 

759-D /   MSP510  (pMSP076):  1.1 x 10-4 

785-D /   MSP492  (pMSP071):     2 x 10-7 

836-D /   MSP511  (pMSP077):  1.3 x 10-6 

876-D /   MSP512  (pMSP078):  8.3 x 10-7 

909-D /   MSP513  (pMSP079):     3 x 10-4 

1104-D / MSP508  (pMSP074):  1.4 x 10-3 

1185-D / MSP514  (pMSP080):  5.6 x 10-6 

1249-D / MSP515  (pMSP081):  5.4 x 10-7 

1266-D / MSP516  (pMSP082):     3 x 10-8 

1290-D / MSP517  (pMSP083):  2.7 x 10-9 

1292-D / MSP518  (pMSP084):     1 x 10-9 

1383-D / MSP519  (pMSP085):     6 x 10-4 

1406-D / MSP509  (pMSP075):   5.6 x 10-5 

 

 Els resultats positius en la conjugació confirmaven el fet observat en treballs previs  

(106, 107) de que el gen blaCTX-M-9 es troba localitzat en un plasmidi conjugatiu, fet que explica en 

part la gran difusió d�aquest enzim en aquest període de temps. Però, al mateix temps, s'observà 

com només un 43% de les soques conjugaren i algunes d�elles amb freqüències de conjugació 

molt baixes.  

  

 La conjugació pot donar-se per diferents mecanismes, ja sigui perquè el plasmidi és 

auto-transferible, perquè és mobilitzable i per tant necessita d�un altre per conjugar, mitjançant la 

formació d�un cointegrat amb un plasmidi conjugatiu, etc. La baixa eficiència de conjugació 

obtinguda en la majoria de soques podria indicar algun dels dos últims casos o bé pot ser deguda 

al propi sistema de transferència del plasmidi o fins i tot a diferents factors fisiològics externs, 

com són la densitat cel·lular, temperatura, nivells d�oxigen, etc (96). 

 

 



 

 

66 

3.4. Estudi dels plasmidis portadors de blaCTX-M-9 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Per a realitzar l�estudi plasmídic, es varen fer vàries extraccions plasmídiques de 

diferents soques de l�estudi, observant-se la presència de plasmidis d�alt pes molecular, superior 

a 150 Kb (Figura 16). El fet de que els plasmidis fossin tan grans va fer impossible determinar el 

seu pes molecular mitjançant una simple extracció plasmídica i la seva posterior electroforesi en 

gels horitzontals d�agarosa  

 

 Un estudi preliminar dels plasmidis es va realitzar-se a partir del camp pulsat del DNA 

total digerit amb XbaI, transferint-lo a una membrana de nitrocel·lulosa i hibridant-lo amb la 

sonda CTX-M-9 (Figura 17). Les bandes d�hibridació obtingudes variaven entre les soques, 

obtenint-se bandes d'entre 60 a 310 Kb de pes molecular. Totes les soques presentaven una sola 

banda de hibridació, a excepció de la soca 836-D, que en presentava dues, una de 80 Kb i una de 

180 Kb. Segons aquests resultats el gen blaCTX-M-9 es trobava o bé situat en diferents plasmidis o 

bé situat en diferents parts d�un mateix plasmidi. Altres CTX-M, com la CTX-M-3 s�ha trobat en 

diferents plasmidis (3 patrons plasmídics diferents en un conjunt de 23 soques) (51) o la CTX-

M-14 (17 soques amb 9 patrons plasmídics diferents) (13), o la CTX-M-16 la qual es trobà en 

tres plasmidis diferents, un de 70 Kb, un altre de 98 Kb i un de 180 Kb (12). 

 

 El fet que en la soca 836-D trobem dues bandes d'hibridació de diferent pes molecular 

(80 i 180 Kb) pot indicar que hi ha dues còpies del gen blaCTX-M-9 en la mateixa soca. Bé en dos 

plasmidis diferents o en el mateix plasmidi o fins i tot al plasmidi i al cromosoma. Hi han estudis 

on s�han trobat betalactamases com la CTX-M-9, CTX-M-14 o la CTX-M-19, inserides al 

DNA 
plasmídic 

Figura 16. Exemple d�extracció plasmídica

                   

5148, 4973pb 
         4268pb 
         3530pb 
 
 
 
         2027pb 
           904pb 

21226pb 
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cromosoma (24, 134, 135). Malgrat tot, a partir dels resultats obtinguts, no es pot diferenciar quines 

són bandes de DNA plasmídic o DNA cromosòmic. 
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Figura 17. Restricció amb XbaI, camp pulsat en OFAGE i hibridació amb la sonda 

CTX-M-9. 
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 Donada la gran variabilitat que s'observà al digerir amb XbaI, es procedí a digerir el 

DNA total amb l�endonucleasa S1, enzim que linealitza el DNA plasmídic. Aquest DNA 

digerit va analitzar-se per PFGE (en aquest cas CHEF, Contour-clamped Homogeneus Electric Field, 

BioRad). S'obtingué una representació dels plasmidis presents a cada soca (Taula 7), observant-

se la presència d'entre 1 i 4 plasmidis, d'entre 50 a 430 Kb de pes molecular (Figura 18, A). Per 

tant en aquestes soques estaven presents entre 1 i 4 plasmidis de grups d�incompatibilitat 

diferents. Els gels obtinguts foren transferits i hibridats amb la sonda CTX-M-9, i també, amb la 

sonda TEM.  

 

 Per conèixer el valor aproximat del pes molecular, el conjunt de bandes positives a la 

hibridació, enteses com a plasmidis portadors dels gens blaCTX-M-9 i blaTEM, foren analitzades 

mitjançant el sistema informàtic BioImage System (Millipore, USA). En aquest anàlisi s�observà 

també l'existència d�una variabilitat plasmídica entre les soques.  

 

 La hibridació amb la sonda CTX-M-9 (Figura 18, B) fou positiva en totes les soques 

menys en la soca 1277-D. El tamany dels plasmidis portadors del gen blaCTX-M-9 oscil·laven 

aproximadament entre 80 i 430 Kb, essent un plasmidi d'unes 280 Kb el predominant. Soques 

com la 858-D i la 1213-D presentaven dues bandes d�hibridació per tant aquestes soques 

presentaven dos plasmidis portadors del gen blaCTX-M-9. Pel que fa a les tretze transconjugants, en 

set d'elles, la banda d�hibridació amb la sonda CTX-M-9 es corresponia amb la obtinguda a la 

seva donadora, però cinc transconjugants presentaven una banda d�un tamany superior a 

l�esperat, en la majoria de casos aproximadament d�unes 120 Kb de més (Figura 19). Per últim, 

en la soca 1277-D, no s�observà cap plasmidi que hibridés amb la sonda CTX-M-9. 

 

 La hibridació amb la sonda TEM (Figura 18, C) fou positiva en 26 de les 29 E. coli 

(una d'elles es lisava) tal i com era d'esperar pels resultats obtinguts per PCR i isoelectroenfoc 

(dades no mostrades), obtenint-se hibridacions positives per plasmidis que oscil·laven entre 60 i 

430Kb. D�aquestes 26 soques 11 presentaven entre dues i tres bandes d�hibridació, en molts 

casos de baix pes molecular. També s�observà com en les 26 soques, almenys un dels plasmidis 

que hibridava amb TEM, hibridava també amb la sonda CTX-M-9. Les 4 salmonel·les no eren 

portadores de la betalactamasa TEM i per tant foren negatives per aquesta hibridació. 
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En aquests casos on el transconjugant presentava un plasmidi de pes molecular superior 

s�observà que la suma dels pesos moleculars dels dos plasmidis presents a la soca donadora 

coincidia amb el pes molecular del plasmidi present a la seva transconjugant, per tant estàvem 

davant d�un cointegrat format en la conjugació i que es mantenia estable a la soca receptora. 

També s�observà com en 2 transconjugants, 1290-Dtc i 1292-Dtc, havien conjugat dos 

plasmidis,  però en aquest  cas no es  troben  formant un cointegrat a la soca receptora. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 18. (A) DNA digerit amb S1, PFGE, (B) hibridació amb sonda CTX-M-9 i (C) hibridació 
amb sonda TEM. Les soques transconjugants no es troben presents en aquests gels. 

A B C 

  759-D    759-Dtc   836-D    836-Dtc

Figura 19. Exemple d�hibridació amb la sonda 
CTX-M-9 del DNA digerit amb l�endonucleasa 
S1 de soques donadores i transconjugants. 

La presència d'aquests cointegrats s'ha 

observat prèviament en altres estudis 

similars (55). La soca 836-D que en el 

PFGE digerit amb XbaI i després hibridat 

amb la sonda CTX-M-9 només presentava 

dues bandes però només trobem un 

plasmidi portador del gen blaCTX-M-9 fet que 

fa pensar que hi havia 2 copies en el 

mateix plasmidi.

420Kb 
390Kb 
270Kb
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Soca PFGE S1 ( Kb) Hibridació 
CTX-M-9 (Kb) 

Hibridació 
TEM (Kb) 

785-D 270, 110 270 NEG 
785-D-Tc 370 370 NEG 
759-D 420 420 420 
814-D 280, 120, 80 280 280, 120, 80 
836-D 430, 270, 140, 80 270 430, 270 
858-D 290, 163, 123 290, 163 290, 163 
876-D 290, 130, 80 290 290 
909-D 340, 130, 100, 50 340 340, 130 
1068-D 280, 140, 80 280 NEG 
1104-D 110, 80 80 110, 80 
1104-D-Tc 80 80 80 
1129-D 300, 110 300 300, 110 
1130-D 280, 100 280 280, 100 
1185-D 290, 180 290 290 
1213-D 280, 140 280, 140 280, 140 
1226-D LISIS LISIS LISIS 
1249-D 280, 180,90 280 280 
1252-D 280, 180, 90 280 280 
1266-D 280, 170 280 280 
1277-D 260, 120, 80 NEG 260, 180, 80 
1284-D 280, 120 280 280 
1287-D 280, 120 280 280 
1290-D 280, 160, 90 280 280 
1292-D 260, 170, 90 260 NEG 
1327-D 270, 170 270 270 
1330-D 330, 110 330 330 
1338-D 340, 110 340 340 
1334-D 300, 170, 60 300 300, 170 
1382-D 290 290 290 
1383-D 330, 120 330 330 
1384-D 150, 110 110 110 
1406-D 290, 190, 90, 60 290 290, 90, 60 
1406-D-Tc 300 300 300 

110 330 330 NEG 
112 330 330 NEG 
114 340 340 NEG 
116 340 340 NEG 

Taula 7 . Pesos moleculars aproximats dels plasmidis linearitzats obtinguts 
al digerir amb l'endonucleasa S1 i la seva posterior hibridació amb les 
sondes CTX-M-9 i TEM.  
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 Tal com s'ha comentat en la soca 1277-D, no s�observà cap plasmidi que hibridés amb 

la sonda CTX-M-9, per tant s�estudià la possibilitat que el gen blaCTX-M-9 estigués situat al 

cromosoma. Es digerí el DNA total amb l�enzim de restricció I-Ceu I, que només reconeix un 

lloc de restricció dins el gen que codifica per a l�RNA ribosomal 23S que només es troba present 

al DNA cromosòmic. S'analitzà en un camp pulsat, es transferí i s�hibridà amb la sonda 

especifica del gen que codifica la subunitat 16S del RNA ribosomal i amb la sonda CTX-M-9, 

observant-se que només en aquesta soca, la mateixa banda positiva per la sonda CTX-M-9 

també ho era per a la sonda 16S (Figura 20). Demostrant així la localització cromosòmica del 

gen blaCTX-M-9 en una de les soques de l�estudi.  

 

Per tant, aquest fet, la presencia de dos plasmidis de diferent tamany, tots dos portadors 

del gen blaCTX-M-9, en la mateixa soca, i la presencia de 2 còpies del gen en un mateix plasmidi,  fa 

pensar en la vehiculació d'aquest gen mitjançant un transposó. Aquest fet podria explicar la gran 

difusió no clonal de la betalactamasa CTX-M-9. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 20 . Hibridació de la digestió amb I-Ceu I amb la sonda 16S(A) i la CTX-M-9 
(B). 
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S�ha observat, en certes ocasions, com alguns gens bla, com per exemple blaTEM-3 o 

blaPER-21 es troben localitzats en transposons (37, 78). Es varen realitzar estudis de 

transponibilitat, per veure si el gen blaCTX-M-9, i a la vegada l'integró In60 que el conté, estaven 

situats dintre d'un transposó. Aquests estudis es realitzaren mitjançant vectors suïcides. El 

resultat d�aquest estudi fou ser negatiu mitjançant la tècnica de transponibilitat utilitzada. Així 

doncs, no es va poder confirmar la hipòtesi de la presència d'un transposó que mobilitzés el gen 

blaCTX-M-9, i que expliqués la presència d�aquest al cromosoma de la soca 1277-D, ni tampoc de la 

presència de dos còpies en el mateix plasmidi. Val a dir que aquesta prova de transponibilitat es 

realitzà només amb una de les soques de l�estudi (785-D) i amb la seva transconjugant, les quals 

podrien haver patit alguna delecció o recombinació en l�estructura del transposó que els impedís 

la transposició. 

 

  

3.5. Estudi de l'entorn genètic de gen blaCTX-M-9 

 

 Un cop vista la gran variabilitat obtinguda al realitzar la hibridació del DNA digerit 

amb els enzims XbaI i S1, es va estudiar l�entorn genètic del gen blaCTX-M-9 de les 30 soques d�E. 

coli i les 4 salmonel·les, per veure si també existien variacions en l'estructura de l'integró In60. 

Prèviament, s'amplificà i seqüencià el gen blaCTX-M-9 de totes les soques de l'estudi, obtenint-se 

una homologia del 100% amb el gen blaCTX-M-9 (AF174129). Es realitzà un mapeig des de la part 

conservada 5'CS fins al final de la seqüència d�inserció IS3000 de l'integró In60 mitjançant 

l'amplificació de tota la seva estructura a través de 4 PCRs solapades (Figura 21), amb els 

iniciadors: 5'CS-513IR (1 i 2), 513A-Istop (nº3 i 7), IstopR-orf3000stopR (nº8 i 9) i 785.S2-

51.10A (nº10 i 11), amplificant en total unes 10.930 pb (Taula 8). Aquesta anàlisi determinà que un 

64% de les soques presentaven els amplificats esperats però els 36% restant presentaven 

amplificats amb tamanys no esperats o simplement no amplificaven.  

 

 Les 11 soques que presentaren variacions foren: 1104-D, 1334-D, 1226-D, 1383-D, 

1185-D, 1249-D, 1252-D, 1266-D, 1290-D, 1292-D i 1327-D. Aquestes soques que variaven en 

l'estructura de l'integró In60 s'estudiaren amb més detall per tal de veure que havia ocorregut, si 

es tractava de mutacions puntuals allà on hibridava l'iniciador o es tractava d'insercions o 

deleccions. 

 

 La soca 1104-D presentava una PCR de la regió entre el gen blaCTX-M-9 i l�orf1005 (de la 

IS3000) amb els iniciadors IstopR-orf3000stopR (nº8 i 9) positiva però d'unes 3.5 Kb, 2 Kb més 

gran de l�esperat, aquest fet indicava una possible inserció (Figura 24). Per a completar la 

seqüenciació de tot el fragment s'utilitzaren nous iniciadors interns 1104-A i 1104-Arev (Taula 8) 
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i s'observà que s'havia produït una inserció entre les bases número 8602 i 8603 respecte la 

seqüència del l'In60. Aquesta inserció de 2442 pb presentà una homologia del 99% amb la ISEc8 

(AY557606) (94) (Figura 2 de l�annex 1 (44)). Aquesta IS codifica per a tres pautes obertes de 

lectura situades en la mateixa direcció (orf1, orf2 i orf3) flanquejades per dos repeticions invertides 

imperfectes de 18 i 21 pb. Pertany a la família de les IS66 i fou descrita per primer cop adjacent 

a l'illa de patogenicitat (LEE) en E. coli EDL933 (AF071034)(94). Posteriorment, també fou 

descrita a E. coli O157:H7 Shakai on es trobaven 7 còpies completes i 4 parcials d'aquesta 

seqüència en tot el genoma (62). 

 

 En la soca 1334-D (Figura 24), al realitzar la PCR amb els iniciadors 785.S2-51.10A 

(nº10 i 11)(Taula 8) s�obtingué un amplificat superior a l�esperat (Figura 24), quan es seqüencià 

s�observà que es tractava d�una inserció d'unes 820 pb localitzada dintre de la IS3000, entre les 

bases 10012 i 10013 de l'integró In60. Aquesta seqüència resultà idèntica, en un 100%, a la IS26 

(72) (AY557605) (Figura 2 de l�annex 1 (44)). La IS26 pertany a la família de les IS6, molt estesa 

al món bacterià, relacionada molt estretament amb funcions de transposició, formant molts cops 

part de transposons com en el cas del Tn2555 (36) o el Tn2000 (83), acompanyant a 

betalactamases com la CTX-M-15 (39) o la SHV-12, precedint a integrons de classe 1 com 

l'In111 (portador de la betalactamasa d'ampli espectre IBC-1) (128) o fins i tot interrompent 

gens com la integrasa del integró de classe 1, In53 (83). 

 

 La soca 1226-D també presentà una inserció ja que quan s'analitzà la segona còpia del 

segment conservat 3'CS mitjançant la PCR addicional 51.10C-sul1 (nº12 i 21)(Taula 8), 

l'amplificat obtingut era més gran a l'esperat (Figura 24). Aquest fragment fou seqüenciat i 

s'observà l'existència d'una segona còpia, però en aquest cas parcial, del gen casset aadA2 i el seu 

punt de recombinació 59-be, a continuació de la IS3000 (Figura 22). A més a més, aquesta és 

Figura 21. Esquema representatiu de les PCRs realitzades per analitzar l'estructura de l'integró In60 
(AF174129) en les soques de l'estudi (El número situat als fragments indica l'iniciador utilitzat (Taula 8)).  
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l'única soca de l'estudi que a part de presentar la segona còpia 3'CS al complet, presenta l'orf5 i 

l'orf6 a continuació. Aquests dos ORFs o a vegades només l'orf5, s'han localitzat normalment 

darrera el segment conservat 3'CS d'integrons de classe 1 com poden ser l'In111 (128), l'In2 o 

fins i tot, com en el nostre cas, prosseguint la segona còpia 3'CS dels integrons compostos de 

classe 1 com són l'In36 i l'In37 (130). 

 

Figura 22. Seqüència de la inserció parcial del gen casset aadA2 just després de la seqüència 

d�inserció IS3000 (AY512972). 
 
CGTTCTTCGAATGCCATGGATTTAGCCCAAAAAGACTAAATCTTACTCAAACAGAGCCCAAATAGGG
ATCTCGAAAAAAGTAATACCCCTCTGGAGGCCACAGACGGCGGGGCCTCCAGAGCACTTTGTCGTT
TTTGGACGGAAAATCCCTAGAACCCCTATCCTGCTTACAAAAGCAAGAGAACATAGCGTTGCCTTGG
TAGGTCCGGCAGCGGAGGAATTCTTTGACCCGGTTCCTGAACAGGATCTATTCGAGGCGCTGAGG
GAAACCTTGAAGCTATGGAACTCGCAGCCCGACTGGGCCGGCGATGAGCGAAATGTAGTGCTTAC
GTTGTCCCGCATTTGGTACAGCGCAATAACCGGCAAAATCGCGCCGAAGGATGTCGCTGCCGACTG
GGCAATAAAACGCCTACCTGCCCAGTATCAGCCCGTCTTACTTGAAGCTAAGCAAGCTTATCTGGGA
CAAAAAGAAGATCACTTGGCCTCACGCGCAGATCACTTGGAAGAATTTATTCGCTTTGTGAAAGGC
GAGATCATCAAGTCAGTTGGTAAATGATGTCTAACAATTCGTTCAAGCCGACCGCGCTACGCGCGG
CGGCTTAACTCCGGCGTTAGATGCACTAAGCACATAATTGCTCACAGCCAAACTATCAGGTCAAGTC
TGCTTTTATTATTTTTAAGCGTGCATAATAAGCCCTACACAAATTGGGAGATATATCATGAAAGGCT
GGCTTTTTCTTGTTATCGCAATAGTTGGCGAAGTAATCGCAACATCCGCATTAAAATCTAGCGAGGG
CTTTACTAAGCTTGCCCCTTCCGCCGTTGTCATAATCGGTTATGGCATCGCATTTTATTTTCTTTCTCT
GGTTCTGAAATCCATCCCTGTCGGTGTTGCTTATGCAGTCTGGTCGGGACTCGGCGTCGTCATAATT
ACAGCCAT 

 

orf1005 parcialment seqüenciat            IR IS3000                   inserció aadA2 parcial                   59-be   
qacE∆1 parcialment seqüenciat 

 

 

 La soca 1383-D presentava variacions a l'extrem 5' del gen blaCTX-M-9, mantenint-se 

intacta la part posterior a aquest (Figura 24). No s'ha pogut detectar cap element dels que es 

troben presents a la part 5' de l'integró, les PCRs d'aquesta part són negatives, només s'obtenen 

PCRs positives quan s'amplifica a partir del punt calent de recombinació de l�orf513, amb 

l'iniciador Punt rec (nº18) situat abans del gen blaCTX-M-9. Els gens presents davant aquest punt 

de recombinació resten pendents d'estudi. 

 

 Al fer la PCR de les 7 soques restants: 1185-D, 1249-D, 1252-D, 1266-D, 1290-D, 1292-

D i 1327-D, entre el fragment 5�CS i l�orf513, amb els iniciadors 5'CS-513IR (nº1 i 2) no 

s'obtingueren amplificats. La soca 1185-D, té present l�orf513 però no la resta de l�estructura de 

l�extrem 5�. A les altres 6 soques l'integró In60 es troba truncat des d'un punt dintre de l'orf513, 

havent-se perdut la part 5' de l'integró (Figura 2 de l�annex 1 (44)). En aquestes 7 soques per tal de 

veure si estaven presents els dos gens casset (drfA16 i aadA2) de l�In60, es va realitzar la PCR 

addicional corresponent, utilitzant els iniciadors, IntF1-aadA2R (nº19 i 20) (Taula 8) però resultaren 

totes negatives. Per confirmar que no tenien l�extrem 5�, es va fer PCR de la part conservada de 

l�integró 5�CS-3�CS amb els iniciadors 5�CS-3�CS (nº1 i 1b) (Taula 8) i aquesta va resultar també 

negativa. Aquesta regió deleccionada és una regió comú dins els integrons compostos de classe 

1. Igual que en l'integró In60, l�orf513 s�ha descrit en l�integró de pSAL-1 de Salmonella enterica 
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serovar Enteritidis (AJ237702)(125) portador del gen blaDHA-1, en pIncF1/97 de S. enterica 

serovar Typhimurium (AJ310778)(127) portador del gen dfrA18, en pCMXR1 d� E. coli 

(AB061794)(35) portador del gen blaCMY-9, en els integrons InS21 de pS1 de S. enterica serovar 

Infantis (AJ311891.2)(34) i In35 de pMAR-12 de P. mirabilis (AY079169)(4) portadors ambdós 

del gen blaCTX-M-2, i per últim en pMG252 de K. pneumoniae (AY070235)(123) portador del gen 

qnr. Un cas similar a aquest és el descrit per Saladin et al. (109) qui detectà una soca portadora de 

la betalactamasa CTX-M-9 (AJ416345) que en comptes de tenir present l�orf513 a 5�, té la ISEcp1 

seguida del punt de recombinació de l’orf513 (en aquesta soca no s�estudià si presentava la resta 

de l�estructura de l�integró In60). Malgrat aquestes deleccions, totes 7 soques, al igual que la soca 

1383-D mencionada anteriorment, presenten el punt calent de recombinació descrit per 

Valentine et al. (124) a l�extrem 3� de l�orf513 i a 5� del gen blaCTX-M-9, però no presenten la ISEcp1 

davant d'aquest. 

 

 Malgrat la pèrdua d'aquest fragment, les soques 1249-D, 1252-D, 1266-D, 1290-D, 

1292-D i 1327-D són resistents a les sulfamides. Es descartà la presencia d'un altre integró de classe 

1 mitjançant la PCR 5'CS-3'CS, la qual resultà negativa en totes elles. També s�observa resistència 

enfront l�estreptomicina en les soques 1249-D, 1252-D, 1266-D i 1290-D, però aquesta, tal i com 

s�ha comprovat, no és deguda a la presència del gen casset aadA2 descrit a l�In60, ja que la PCR per 

aquest és negativa, sinó que deu ser deguda a altres gens que confereixen també aquest tipus de 

resistència. 

 

 Per tant, s'ha observat a grans trets, cinc tipus d'estructures (I, II, III, IV i V) de 

l'integró In60 o In60-like. L'estructura tipus I és aquella que conservava tota l'estructura de 

l'In60 descrita, la tipus II la presenten les soques amb delecció de la part 5' del l'integró In60 

presentant part de l'orf513, la soca que representa el tipus III presenta aquesta delecció però 

l'orf513 està al complet, la tipus IV presenta també aquesta delecció a la part 5' del gen bla però 

en aquest cas l'orf513 no està present i, finalment, en el grup V s'agrupen les soques que 

presenten insercions a la part 3' del gen bla. 

 

 La segona còpia del segment conservat 3'CS fou analitzat per PCR mitjançant els 

iniciadors 51.10C-sul1 (nº12 i 21) (Taula 8), observant-se que només la soca transconjugant 785-

D-Tc, presentava l'estructura que s'havia descrit a l'integró In60. En totes les altres soques, amb 

excepció de la soca 1226-D, l'amplificat obtingut era inferior a l'esperat. En algunes soques s'ha 

seqüenciat aquest amplicó i dóna una homologia del 99% amb el gens merR i merT. Aquests 

gens són típics de transposons (50, 93), per tant la seva presència podria estar indicant-nos la 

localització de l'integró In60 en un transposó o a prop d'ell. Aquesta part de l'estudi resta 

pendent d'anàlisi. 
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 En un intent d'estudiar l'entorn genètic de l'integró In60, es realitzaren les PCRs des 

de la IS3000 a gens descrits als extrems d'altres integrons de classe 1, com són l'orf5, orf6 i la 

IS6100, utilitzant els iniciadors 51.10C-orf5 (nº12 i 22), 51.10C-orf6 (nº12 i 23) i 51.10C-IS6100 

(nº12-24) (Taula 8). Només una soca, la 1226-D, donà amplificats positius quan es realitzà la 

PCR entre la IS3000 i l'orf5 i l'orf6, no detectant-se però la IS6100. 

 

Quan es va estudiar la part 5' més distal de l'integró en les soques d'aquest estudi, 

mitjançant PCR i seqüenciació amb els iniciadors IntIF i 34IR (nº19 i 2) (Taula 8), s'observà 

com en un terç de les soques la seqüència d'inserció IS26, es trobava situada interrompent el gen 

de la integrasa en la base 131 tornant a iniciar-se en la base 396 respecte a la seqüència descrita a 

l�In60. Aquestes soques resten pendents d'estudi. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Recentment un estudi realitzat per Eckert et al. (38) descriu una estructura de l'In60 

diferent a les trobades en aquest estudi. A la part variable, situada entre el segment conservat 5'-

CS i 3'CS es troben una sèrie de gens cassets diferents als descrits (dfrA16 i aadA2) com son 

dhfrXII, orfF i aadA8. I pel que fa a la part downstream del gen blaCTX-M-9 descriu la presència de 

l'orf3 i part de l'orf339, descrits prèviament al cromosoma de K. georgiana (89). 

 

 Per concloure doncs, assenyalarem que els resultats obtinguts al estudiar l�entorn 

genètic del gen blaCTX-M-9 ens fan pensar, que el mateix In60, com a estructura genètica capaç 

d�integrar i mobilitzar gens casset, és un element molt variable, ja que un terç de les soques de 

l�estudi no presenten l�estructura descrita. La seqüència d�inserció IS3000 amb elevada 

homologia amb la transposasa del transposó Tn5501, la trobem conservada en totes les soques, 

de la mateixa manera que també trobem el punt calent de recombinació present entre l�orf513 i el 

gen blaCTX-M-9, tots dos elements podrien jugar algun paper important en l�evolució d�aquests 

integrons compostos i en la difusió de la betalactamasa CTX-M-9.  

 

                                         131 
CCGGCCGTTCGATGCGGCACCGATGGCACTGTTGCAAATAGTCGGTGGTGATAAACTTATCATCCCCTTTTGCTGATGGA
GCTGCACATGAACCCATTCAAAGGCCGGCATTTTCAGCGTGACATCATTCTGTGGGCCGTACGCTGGTACTGCAAATACG
GCATCAGTTACCGTGAGCTGCAGGAGATGCTGGCTGAACGCGGAGTGAATGTCGATCACTCCACGATTTACCGCTGGGT
TCAGCGTTATGCGCCTGAAATGGAAAAACGGCTGCGCTGGTACTGGCGTAACCCTTCCGATCTTTGCCCGTGGCACATGA
TGAAACCTACGTGAAGGTCAATGGCCGCTGGGCGTATCTGTACCGGGCCGTCGACAGCCGGGGCCGCACTGTCGATTTT
TATCTCTCCTCCCGTCGTAACAGCAAAGCTGCATACCGGTTTCTGGGTAAAATCCTCAACAACGTGAAGAAGTGGCAGAT
CCCGCGATTCATCAACACGGATAAAGCGCCCGCCTATGGTCGCGCGCTTGCTCTGCTCAAACGCGAAGGCCGGTGCCCGT
CTGACGTTGAACACCGACAGATTAAGTACCGGAACAACGTGATTGAATGCGATCATGGCAAACTGAAACGGATAATCGG
CGCCACGCTGGGATTTAAATCCATGAAGACGGCTTACGCCACCATCAAAGGTATTGAGGTGATGCGTGCACTACGCAAA
GGCCAGGCCTCAGCATTTTATTATGGTGATCCCCTGGGCGAAATGCGCCTGGTAAGCAGAGTTTTTGAAATGTAAGGCC
TTTGAATAAGACAAAAGGCTGCCTCATCGCTAACTTTGCAACAGTGCCTTCTACGGCACGTTTGAAGGCGCGCTGAAAGG 

         396 

Figura 23 . Insersició de la IS26 interrompent la integrasa de la soca 876-D entre les bases indicades 
respecte la seqüència de l�integró In60 (IS26 i In60). 
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Nº Iniciadors Seqüència (5’ a 3’) Taa Posició en la 
seqüència publicada 
(bp) 

Nº accésb o 
referència 

1 5’CS GGC ATC CAA GCA GCA AG 53 1190-1206 M73819 

1b 3’CS GCA GAC TTG ACC TGA TAG TT 58 2828-2809 M73819 

2 341IR GTA ACC GTT TGT TTG AGT GGG 53 3627-3607 L06418 

3 341A CGC CCA CTC AAA CAA ACG 58 3605-3622 L06418 

4 341STOP ACA TTA GTC GGC CAG CGG 58 5452-5469 L06418 

5 IATG GTG ACA AAG AGA GTG CAA CGG 58 6337-6357 AF174129 

6 IATGR CCG TTG CAC TCT CTT TGT CAC 58 6357-6337 AF174129 

7 ISTOP ATG ATT CTC GCC GCT GAA GCC 58 7191-7171 AF174129 

8 ISTOPR GGC TTC AGC GGC GAG AAT CAT 58 7171-7191 AF174129 

9 O3000SR GGA GCT TAT GCG CTC AAT CG 58 9319-9300 AF174129 

10 785.S2 AAG CGG TCA TAA TCG GGG 58 9182-9199 AF174129 

11 51.10A CGA TCG CTA AAA GCC TCC 58 12166-12146 AF174129 

12 51.10C CAT CTT GTT CTG CCT CGG 55 / 59 12239-12256 AF174129 

13 1104-A TAA ACG GTA ACG GTC AGG AT 60 8481-8500 AF174129 

14 1104-Arev GAT GCG CAA CTC TTC AGC 60 8892-8875 AF174129 

15 ISEc8 GTT GAT GCG TAG CGC CTT CC 60 7294-7313 AF071034 

16 785.5 CAT AGC GTG GGG CAA ACT GG 60 9926-9945 AF174129 

17 785.6 CCG GCG CGA GAC CTT CA 60 10178-10194 AF174129 

18 Punt rec AGG TGG TTT ATA CTT CC 50 6216-6232 AF174129 

19 IntIF TCT CGG GTA ACA TCA AGG 59 604-621 M73819 

20 aadA2-R GCT GCG AGT TCC ATA GCT TC 59 663-682 M73819 

21 sul1 TGA AGG TTC GAC AGC AC 59 1463-1447 X68227 

22 orf5 GAA GGT CTC CGC GAA TGT CC 55 9845-9864 X12869 

23 orf6 CTC GCG CAA CCA AGA CAT 55 10286-10303 AY259085 

24 IS6100 AAT GGC GCC ACT TGA AAT CC 55 10721-10740 AY259085 

 Sondes Seqüència (5' a 3') Ta Nºaccés o referència 

P5 TAG TTT GCG CAA CGT TGT TG 55 (108)06 

 P6 CTA TTC TCA GAA TGA CTT GG 55 (108)06 

 16S-27f AGA GTT TGA TCM TGG CTC AG 53 (69)5} 

 16S-907r CCG TCA ATT CMT TTR AGT TT 53 (69)5} 

Taula 8. Iniciadors utilitzats per estudiar l'estructura de l'integró In60. 

a) Temperatura d'hibridació. b) Número d'accés a la base de dades EMBL/GeneBank. 



 

 

1226-Da 

orf513 orf3-like orf1005 qacE∆1 sul1dfrA16 aadA2 qacE∆1 blaCTX-M-9 aadA2p 

aadA2parcial  (395-bp) 
&59-be inserció 

 sul1 intI

IS3000 

1334-D 

orf513 orf3-like orf1005p
qacE∆1 sul1dfrA16 aadA2 blaCTX-M-9 IS26 orf1005p 

Inserció 820-bp 
10012V 10013 (In60) 

intI

1104-D 
Inserció 2442-bp 

8602V 8603 (In60) 

orf513 orf3-like orf1005 qacE∆1 sul1dfrA16 aadA2 ISEc8 blaCTX-M-9 intI

IS3000 

1383-D 

orf3-like orf1005 

orf513p orf3-like orf1005 

1185-Db, 1249-D, 1252-D, 1266-D, 1290-D, 1292-D, 1327-D

blaCTX-M-9 

blaCTX-M-9 

IS3000 

IS3000 

Figura 24. Representació esquemàtica de les soques que presenten variacions. • 59-be;      attI1; ♦ punt calent de recombinació. 

a Presenta l'orf5 i l'orf6 downstream el gen sul1.  

b Aquesta soca presenta l'orf513 al complet. 
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3.6. Caracterització plasmídica 

 

La gran variabilitat plasmídica observada i la presència del gen blaCTX-M-9 en plasmidis de 

diferent pes molecular va determinar l�inici de l’estudi dels grups d’incompatibilitat per tal de 

determinar si aquest gen es troba vehiculat pel mateix plasmidi que al llarg del temps ha anat 

evolucionant, adquirint o perdent part de la seva estructura gènica, o bé es tracta de plasmidis 

diferents que han adquirit aquest gen de resistència. 

 

Es seleccionaren 12 soques d�E. coli i una Salmonella enterica serovar Virchow. La selecció 

d�aquestes soques s�efectuà en funció del pes molecular del plasmidi portador del gen blaCTX-M-9 i 

dels diferents tipus d�estructures In60-like observades.  

 

Com ja s�ha citat anteriorment, la transferibilitat de la resistència es comprovà en totes 

les soques mitjançant la conjugació amb la soca receptora HB101 kanamicina-azida resistent 

(111) a 37ºC en medi sòlid, obtenint-se només un terç de conjugacions positives i amb 

freqüències de conjugació molt baixes en algunes soques, al voltant de 10-8. Les transconjugants 

de les soques seleccionades foren incloses en aquest estudi (Taula 1 de l'annex 2 (44)). 

S'obtingueren transconjugants de totes les soques seleccionades a excepció de la soca 1384-D. 

 

 

 

 

Figura 25. Representació circular de la seqüència genètica del plasmidi R478 
per Gilmour et al. (50) 



  

 

80 

3.7. Rep typing PCR 

 

 La rep typing PCR consisteix en la detecció i amplificació de diferents gens de replicació 

o replicons. Mitjançant aquesta tècnica poden classificar-se els plasmidis segons el grup 

d�incompatibilitat. La tipificació dels replicons mitjançant PCR es basa en la detecció de 18 

replicons, FIA, FIB, FIC, HI1, HI2, I1-Iγ, L/M, N, P, W, T, A/C, K, B/O, X, Y, i 

diferents FII. Aquests replicons representen tots els replicons coneguts que estan circulant 

actualment a la família Enterobacteriaceae (20).  

 

 Es realitzaren 5 PCR-múltiplex i 3 PCR-simples mitjançant les quals s�obtingueren 

diferents resultats (Taula 1 de l'annex 2 (44)). Els tres grups d�incompatibilitat predominants 

foren repHI2, repFIB i repFII. La PCR per repHI2 fou positiva en totes les soques menys en 

dos, la soca 1104-D (i la seva transconjugant, 1104-D-Tc) i la soca 1384-D. La soca 1104-D fou 

positiva només per repFII i per repA/C i la seva transconjugant només per repFII. En canvi la 

soca 1384-D, de la qual no s�obtingué transconjugant, fou positiva per repFII i per repFIB. La 

Salmonella fou positiva únicament per repHI2 al igual que la seva transconjugant. Algunes soques 

foren positives també per altres rep PCRs, com per exemple repY, repN o repA/C (Taula 1 de 

l'annex 2 (44)). La presència de diferents grups d�incompatibilitat ens indicava la presència de 

diferents plasmidis en una mateixa cèl·lula, però no era possible determinar quin era el plasmidi 

portador del gen blaCTX-M-9 mitjançant aquesta tècnica. Tanmateix analitzant els transconjugants, 

observarem que dels 5 transconjugants, quatre foren positius per repHI2 i un per repFII. 

Aquests resultats indicaven que el gen blaCTX-M-9 semblava estar situat en un plasmidi incHI2 o 

incFII. 

 

 Es realitzà la seqüenciació de les PCRs positives per HI2, essent totes d'una homologia 

del 100% amb el replicó HI2 del plasmidi de referència R478 (BX664015). La seqüenciació de 

les PCRs positives per FIB, donà un 98% d'homologia amb el plasmidi p1658/97 (AF550679), 

tot i que la seqüència del replicó FIB de la soca 1384-D tenia una homologia del 99% amb un 

altre plasmidi, anomenat plasmidi F (AP001918). La seqüenciació de les PCRs positives per a 

repF ens agrupà les soques en tres grups segons l'homologia amb els replicons FII presents al 

banc de dades del GeneBank (Figura 26). Les soques 759-D,759-D-Tc, 836-D, 836-D-Tc,785-

D, 785-D-Tc, 1383-D i 1406-D-Tc presentaren una homologia del 100% amb el plasmidi 

p1658/97 (AF550679), les soques 1185-D, 1290-D, 1290-D-Tc, 1384-D i 1406-D foren 

homologues un 100% amb pTUC100 (AY091607) i les soques 1104-D i 1104-D-Tc amb 

pSFO157 (AF228759). 
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3.8. Digestió del DNA total amb l’enzim BglI 

 
 Per a realitzar un primer cribatge, dels plasmidis presents a les soques, utilitzant el DNA 

total, es realitzà una digestió amb l�enzim BglI, enzim talla a un punt intern del gen blaCTX-M-9 

(nucleòtid número 6781 segons la seqüència publicada de l'In60, AF174129). Es realitzà una 

electroforesi en un gel d'agarosa a l'1% durant 3 hores a 80V, es transferí i s�hibridà amb les 

sondes CTX-M-9, HI2 i FIB. Amb la hibridació amb la sonda CTX-M-9, s'obtingueren els 

resultats esperats (Figura 27, A), tenint en compte les diferents estructures de l�integró In60 

(anomenades tipus I, II, III, IV i V. Veure apartat 3.5.). S�observà com les soques que mantenen  

l�estructura de l�In60 (tipus I) presenten dues bandes d�hibridació, una de 4221 pb (extrem 5' del 

gen bla) i l�altra de4048 pb (extrem 3' de gen bla). Les soques del tipus II (1290-D i 1290-D-Tc), 

les quals presentaven una delecció de la part 5' del l'integró In60 presentaren la banda esperada a 

3' del gen blaCTX-M-9 de 4048 pb i una banda d'aproximadament 3500 pb. Les soques del tipus III 

(1185-D i 1185-D-Tc), que són equivalents a les de tipus III però amb l'orf513 al complet, 

presentaren la banda de 4048 pb i una altra banda d'aproximadament 7100 pb. Les soques de 

tipus IV, (1383-D i 1383-D-Tc) que no presentaven l'orf513, també mantenien la banda de 4048 

pb i una altra d'aproximadament 2000 pb. Les soques tipus V (1104-D i 1104-D-Tc) que 

presentaven la inserció de la ISEc8 a 3' del gen blaCTX-M-9, mostren la banda prevista a 5' del gen, 

de 4221 pb i una banda a 3' del gen bla d'aproximadament 2448 pb. 

 

La hibridació amb la sonda HI2 confirmà els resultats obtinguts amb la PCR (Figura 27, 

B). En aquest gel s'inclogué el plasmidi de referència per al grup d'incompatibilitat HI2, 

R478. Segons la seqüència d'aquest plasmidi (BX664015) s'esperava una banda d'hibridació amb 

la sonda HI2 de 9715 pb. S'obtingué aquesta banda tant al plasmidi de referència com a les 

soques del nostre estudi positives per HI2. Aquest fet indicava que el plasmidi present a les 

soques de l'estudi podria tractar-se del plasmidi de referència R478 o d'un derivat seu. 
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pTUC100 (AY091607)FII-like 
1185-D, ... 
p1658/97 (AF550679)FII 
759-D, ... 
pSFO157 (AF228759)FII-like 
1104-D, ... 

Figura 26. Seqüenciació de la PCR repFII. Homologia de la zona on el RNA antisentit 
(regulador de la replicació) fa el loop que es creu interacciona amb el DNA (91), amb altres 
plasmidis introduïts a la base de dades del GeneBank. 
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 La hibridació d'aquesta digestió amb la sonda FIB (Figura 27, C), confirmava també els 

resultats obtinguts amb la PCR. En aquest cas no es va poder incloure cap plasmidi control per 

aquest grup d'incompatibilitat. S'obtingué un fragment d'aproximadament 2000 pb, el qual 

provablement podria estar ben conservat respecte al fragment que s'obtindria si digeríssim i 

hibridéssim amb la sonda FIB el plasmidi p1658/97 (AF550679), amb el que prèviament ja 

s'havia observat una homologia del 98% al seqüenciar els amplificats obtinguts amb la repFIB 

PCR. 

 

 

3.9. Estudi dels plasmidis portadors del gen blaCTX-M-9 

 

Per tal de determinar exactament de quin grup d'incompatibilitat era el plasmidi 

portador del gen blaCTX-M-9, es realitzà la digestió del DNA total de les soques 

seleccionades amb l’enzim S1, i es realitzà el camp pulsat d'aquesta en un CHEF. En 

aquest gel s�observava la variabilitat plasmídica detectada prèviament (44), però en 

aquest cas s'havien inclòs les soques transconjugants. En quatre transconjugants 836-D-

Tc, 876-D-Tc, 909-D-Tc i 1249-D-Tc (observar soca 836-D-Tc a la Figura 2 de l'annex 
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Figura 27. Digestió amb l'enzim BglI i posterior hibridació amb les 
sondes CTX-M-9 (A), HI2 (B) i FIB (C). Els pesos de les bandes són 
aproximats. 
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2 (45)) presentaven un plasmidi de tamany superior a les seves donadores a la vegada 

que s'observà com dues soques transconjugants com la 1290-D-Tc i la 1292-D-Tc 

(aquesta última no es mostra a la figura) havia conjugat més d'un plasmidi.  

 

Quan aquest gel es transferí i s'hibridà amb la sonda CTX-M-9 (Figura 28, B) 

els plasmidis portadors del gen blaCTX-M-9 (pl-M9) presentaven diferents tamanys. La soca 

1104-D i la seva transconjugant presentaven un pl-M9 d'aproximadament 80 Kb, essent 

el plasmidi més petit positiu per aquesta sonda. A la vegada que el plasmidi pl-M9 més 

gran fou de 420 Kb, present a la soca 759-D i a la seva transconjugant. El tamany de pl-

M9 més freqüentment observat en les soques d'aquest estudi, tant donadores com 

transconjugants, oscil·lava entre 270 i 290 Kb. 

 

La hibridació amb la sonda HI2 (Taula 1 de l'annex 2 (45) i Figura 28, C) 

confirmà els indicis que en la majoria de soques el gen blaCTX-M-9 estava situat en un 

plasmidi del grup d'incompatibilitat HI2. Tots els pl-M9 hibridaren amb aquesta sonda a 

excepció de les soques que prèviament ja havien estat negatives per la PCR repHI2, com 

són les soques 1104-D i 1104-D-Tc i la soca 1384-D. Els pl-M9 positius per HI2 (pl-

M9-HI2) presentaven una variabilitat de tamany, ja observada prèviament, al hibridar 

amb la sonda CTX-M-9. La Salmonella i la seva transconjugant presentaven tan sols un 

plasmidi d'aproximadament 320 Kb el qual fou positiu tant per la sonda CTX-M-9 i 

com per la sonda HI2. El plasmidi pl-M9-HI2 més freqüentment observat fou de 280 

Kb aproximadament, pes que coincidia amb el pes molecular del plasmidi de referència 

R478, mencionat prèviament, el qual presenta una seqüència de 274'762 Kb (50).  

 

El plasmidi R478 fou aïllat per primer cop al 1969 a Estats Units en S. marcescens 

(63). Al 1977 fou classificat dins del grup HI2 (120) i la seva seqüència completa no ha 

estat publicada fins l'abril del 2005 (50). Aquest plasmidi es caracteritza principalment 

per ser termolàbil alhora de transferir-se, la seva temperatura òptima de conjugació es 

troba entre 26ºC i 30°C segons Taylor et al. (121) o entre els 22ºC i 30°C, i inhibida a 

37°C, segons Rodriguez-Lemoine et al. (104) o. Aquest factor, pot haver estat 

determinant als experiments de conjugació realitzats en aquest estudi, ja que s'efectuaren 

a una temperatura de 37°C, raó per la qual podria explicar-se la baixa freqüència de 

conjugació obtinguda en la majoria de les soques conjugades i el fet de que dos terços de 

les soques no s'aconseguissin conjugar. 
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La hibridació amb la sonda FIB (Figura 28, D) mostrà positivitat en la majoria 

de soques, a excepció de la Salmonella i la seva transconjugant, de la soca 1104-D i la seva 

transconjugant i de les soques, 1185-D-Tc, 1383-D-Tc i 1406-D-Tc. L'únic pl-M9 

positiu per aquest grup fou el plasmidi de 260 pb present a la soca 1384-D, soca 

M
k 

lam
bd

a 

13
83

-D
-T

c 

M
k 

lam
bd

a 

14
06

-D
-T

c 

13
84

-D
 

14
06

-D
 

83
6-

D
-T

c 
83

6-
D

 
75

9-
D

-T
c 

75
9-

D
 

13
83

-D
 

12
90

-D
-T

c 

12
90

-D
 

11
85

-D
-T

c 

11
85

-D
 

R4
78

 
11

04
-D

-T
c 

11
04

-D
 

Kb 

48.5 

291.0 
242.5 

97.0 

436.5

145.0 
A        194.0 

 388.0 
339.5 

Kb 

48.5

291.0 
242.5

97.0

436.5

145.0 
B       194.0

388.0 
339.5 

Kb 

48.5 

291.0 
242.5

97.0

436.5

145.0 
C       194.0

388.0 
339.5 

Kb 

48.5 

291.0 
242.5

97.0 

436.5

145.0 
D      194.0

388.0 
339.5 

Figura 28. A) Digestió amb l'endonucleasa S1.B) Hibridació amb la sonda CTX-M-9.    

                  C) Hibridació amb la sonda HI2.    D) Hibridació amb la sonda FIB. 
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negativa per HI2 i amb una seqüència de FIB lleugerament diferent a les altres. 

D'aquesta soca no s'obtení transconjugant.  

 

Gràcies a aquesta hibridació s'observà com l'augment de tamany en els pl-M9-

HI2 d'algunes transconjugants era degut a la fusió del pl-M9-HI2 amb el plasmidi FIB 

present a la soca donadora, pel que a la soca transconjugant observàvem un pl-M9-HI2-

FIB. Aquest fet podria explicar, en part, la conjugació sota condicions no òptimes 

(37°C) dels plasmidis del grup HI2, on el pl-M9-HI2 podria haver estat ajudat en la 

conjugació, mitjançant cointegració, pel plasmidi FIB.  

 

La presència d'aquest cointegrat també s'observà tant a la soca donadora 759-D 

com a la seva transconjugant, per tant podem afirmar que aquest és un fenomen que es 

dóna de manera natural dins la cèl·lula i no es tracta d'un procés que succeeix in vitro a 

l'hora de realitzar la conjugació davant d'una pressió negativa com podria ser la 

temperatura a 37°C. Aquesta soca però presenta un pl-M9-HI2-FIB d'un tamany 

superior als altres cointegrats observats, fet que podria ser degut a l'adquisició de 

material gènic ja sigui per la cointegració amb un altre plasmidi o per fenòmens de 

recombinació, transposició, etc. 

 

També s'observà com en les dues soques transconjugants (1290-D-Tc i 1292-D-

Tc) havien conjugat dos plasmidis, el pl-M9-HI2 i el plasmidi FIB, però en aquests cas el 

segon no el trobàvem formant un cointegrat amb el primer, ja sigui perquè havien 

conjugat per separat o perquè es va resoldre el cointegrat un cop dintre la cèl·lula 

receptora. Altres fenòmens de cointegració han estat observats en altres estudis (14), 

demostrant com els genomes bacterians són estructures dinàmiques on la recombinació 

entre seqüències homòlogues juga un paper molt important (3, 5, 55, 95). 

 

Aquests resultats indiquen que en algun moment el plasmidi de referència, R478, 

del grup d'incompatibilitat HI2, ha anat evolucionant adquirint entre d'altres elements 

gènics, com per exemple el gen de resistència blaCTX-M-9. Adquisició que pot haver-se 

produït mitjançant un transposó o seqüències d'inserció que li han permès mobilitzar-se 

a través de diferents estructures gèniques, ja siguin a altres plasmidis d'altres grups 

d'incompatibilitat, com observem a les soques 1104-D i 1384-D o dins el cromosoma 

bacterià, tal i com es va observar a la soca 1277-D (44). 



  

 

86 

 

3.10 Implicació dels bacteriòfags en la difusió dels gens que codifiquen 

betalactamases 

 

La gran majoria d'estudis relacionats amb la difusió de gens de resistència a 

antimicrobians es realitzen principalment en soques aïllades de mostres clíniques, on s'estudien 

els diferents elements mòbils com a vehiculadors dels gens de resistència. Els elements mòbils 

estudiats amb més freqüència han estat els plasmidis, juntament amb els transposons i els 

integrons. Així doncs, ens vàrem proposar determinar els bacteriòfags presents en aigües 

residuals, tant humanes com residuals, com a possibles vehiculadors de gens de resistència, en 

concret, de gens que confereixen resistència a betalactàmics. 

 

3.10.1. Extracció de DNA fàgic 

 

Es recolliren aigües residuals durant un període de sis mesos (Novembre 2001 a Abril 

2002). Recollint-se un litre d'aigua mensual que provenia de tres plantes de tractament residual 

amb una població de 50.000 habitants (on es va recollir aigua un cop), de 400.000 habitants (on 

es recollí en tres ocasions) i de 1.400.000 habitants (on es recollí en dos ocasions). També es 

recollí aigua residual d'origen animal, més concretament provinent de granges d'aus, porcs i 

boví.  

 

Prèviament a l'obtenció dels bacteriòfags presents en les aigües es realitzà un estudi dels 

coliforms fecals i colifags somàtics presents (que són aquells que infecten E. coli WG5 i que 

comprenen un ampli rang dels fags presents en aigües. Es detecten mitjançant mètodes 

estandarditzats ISO10705-2) per tal de determinar el grau de contaminació fecal bacteriana i 

contaminació fecal vírica. En totes les mostres s'aïllaren diferents tipus d'enterobacteris i 

Pseudomonas resistents a betalactàmics, determinant una notable contaminació fecal.  

 

La recuperació dels bacteriòfags es realitzà a partir de dos volums diferents 

d'aigua (100 mL i 10 mL) per veure si l'eficiència de recuperació d'aquests millorava però  
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s'observà que s'obtenia la mateixa en ambdós volums. Per tant es va procedir a analitzar 

només 10 mL de cada aigua residual recollida. Les aigües foren filtrades amb filtres PES 

(Polyeter sulsone) de 0.22µm per tal d'eliminar la presència de bacteris i altres partícules 

presents de les mostres d'aigua residual.  

 

També es descartà la possible presència de DNA de nanobacteris (< 0�22µm) o 

de bacteris inferiors a aquest tamany, a través de l'obtenció de DNA víric pur mitjançant 

gradients amb clorur de cesi (CsCl). En dues de les mostres d'aigua residual humana els 

bacteriòfags obtinguts a partir de 10 mL foren purificats amb CsCl a 60000 x g per tal 

d�eliminar totes les partícules que no fossin bacteriòfags, observant-se com els valors de 

colifags somàtics presents en aquestes mostres disminuïren degut a la pèrdua d�aquests 

en els diferents gradients de CsCl però, mantenint-se la sensibilitat en les proves de PCR 

respecte les mostres no tractades amb CsCl (Taula 9).  

 

Un cop purificades i concentrades les diferents mostres de bacteriòfags es realitzà un 

tractament amb DNAsa per a eliminar totes les restes de DNA bacterià tal i com s'havia realitzat 

en estudis previs (112). Amb l'eliminació d'aquestes possibles traces s'assegurava l'eliminació dels 

possibles falsos positius en la PCR degut a la presència de DNA bacterià. Posteriorment es 

realitzà la decapsidació dels bacteriòfags per d'aquesta manera obtenir el DNA fàgic, mitjançant 

el kit "QIAamp DNA Blood mini" i segons les instruccions del fabricant. 

 

 

Aigües residuals Coliforms fecals

(ufc/mL-1) 

Colifags 

somàtics 

(ufc/mL-1) 

Colifags somàtics a 

la purificació 

(ufc/mL-1) 

Planta humana 1A (10mL) 9.7x104 (2.2x104) 5.1x104 (3.6x103) 2.0x106 

Planta humana 1A (10mL+CsCl) 9.7x104 (2.2x104) 5.1x104 (3.6x103) 7.5x104 
Planta humana 1A (100mL) 9.7x104 (2.2x104) 5.1x104 (3.6x103) 1.0x107 
Planta humana 2A (10mL) 9.2x104 (7.2x103) 5.1x104 (4.4x103) 1.3x108 
Planta humana 2A (10mL+CsCl) 9.2x104 (7.2x103) 5.1x104 (4.4x103) 8.5x104 
Planta humana 2A (100mL) 9.2x104 (7.2x103) 5.1x104 (4.4x103) 1.3x106 
Planta humana 2B (10mL) 2.0x104 (9.6x103) 9.2x104 (4.6x103) 2.5x106 
Planta humana 2C (10mL) 9.0x104 (5.0x104) 6.2x104 (1.7x103) 1.5x106 
Planta humana 3A (10mL) 2.5x105 (6.0x104) 8.9x104 (3.0x103) 3.0x106 
Planta humana 3B (10mL) 3.0x105  (2.2x104) 9.3x104 (2.0x103) 2.5x106 
Granja bovina  (10mL) 1.8x106 (7.2x105) 7.9x104 (1.5x103) 1.0x106 
Granja porcina (10mL) 3.6x105 (1.3x105) 1.8x105 (1.7x104) 6.1x106 
Granja aviram  (10mL) 2.3x104 (7.2x103) 8.5x102 (2.7x102) 3.5x104 

Taula 9. Nivell de coliforms fecals, colifags somàtics i colifags somàtics a la mostra 
purificada. 
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3.10.2. Detecció de la presència de betalactamases mitjançant PCR 

 

S'utilitzaren 5µl de DNA fàgic (5 ng/µl), tant decapsidat com encapsidat (control 

negatiu), per a realitzar les PCRs per tal de detectar els gens bla. Paral·lelament també es 

realitzaren PCRs per a detectar la possible presència de 16S rRNA i d'aquesta manera controlar 

que no existís contaminació de DNA bacterià a les mostres (132). En tots els casos es realitzà 

una Nested PCR.  

 

Com s'observa a la Figura 29 quan es realitzà la PCR del 16S rRNA, amplificant un 

fragment de 909 pb, totes les mostres de DNA fàgic decapsidat foren positives indicant la 

presència de DNA bacterià al genoma víric degut al fenomen de transducció generalitzada 

descrit per altres autors (67). Les mateixes mostres no decapsidades foren negatives. Per tant la 

positivitat de la PCR no era deguda a traces de DNA bacterià que haguessin quedat a les 

mostres purificades. 

 

 

 

                                  
 

 

Es realitzaren les PCRs de les betalactamases més freqüents al nostre ambient, 

com són:  

 

blaTEM   blaSHV   blaCMY    blaLAT  

 blaMOX    blaOXA-2-tipus    blaOXA-1-tipus    blaVIM 

 blaFOX   blaPSE-1-tipus   blaCTX-M-9-tipus   

 i altres blaCTX-M-tipus.  

  

S'obtingueren resultats positius quan s'utilitzaren els iniciadors blaOXA-2-tipus i blaPSE-1-

tipus en totes les aigües de l'estudi tant humanes com animals (Taula10), per tant semblava 

Figura 29. PCR del 16S rRNA, del DNA decapsidat(d) 
i encapsidat (e). (+) Control positiu de DNA bacterià. 
 
   MK  1d   1e  2d   2e  3d   3e   4d   4e   5d   5e   6d  6e  7d   7e +  BL  MK
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detectar-se la presència d'aquests dos gens al DNA fàgic. Alguns d'aquests amplificats obtinguts 

foren seqüenciats obtenint-se homologia amb les betalactamasa OXA-2, PSE-1, PSE-4 i blaP 

(número d'accés JS0755). Tot i augmentar el volum d'aigua recollida en algunes mostres per 

augmentar la sensibilitat de la PCR, no es va aconseguir detectar la presència dels gens blaTEM ni 

blaSHV, les betalactamases més freqüents en la família Enterobacteriaceae. Els gens blaOXA-2 i blaPSE 

predominen al gènere Pseudomonas però també s'han descrit en la família Enterobacteriaceae i 

Vibronaceae., normalment s'han descrit associats a integrons en forma de gens casset. Els 

integrons s'han localitzat freqüentment a plasmidis amb un ampli rang d'hostes els quals poden 

haver-se transferit horitzontalment cap a altres gèneres com Pseudomonas o Acinetobacter i que 

podrien tenir associats un número més alt de bacteriòfags que no pas E. coli. Altres autors han 

descrit la presència de fags portadors gens de virulència en aigües, com és el cas del gen de la 

Shiga toxina 1 i 2 d'E. coli (82) o autors com Smith et al. (114) que han comprovat com altres 

gens de resistència a betalactàmics són adquirits per E. coli degut a la infecció de bacteriòfags o 

en altres casos s'ha vist com el gen de resistència a la cefotaxima, CTX-M-10, té al seu entorn 

gènic restes de genoma víric, essent per tant un bacteriòfag el possible mobilitzador d'aquesta 

betalactamasa (88). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Els bacteriòfags tenen la capacitat d'incorporar al seu genoma, gens o grups de gens. 

Quan es dóna una co-infecció per diferents tipus de fags, aquests són capaços molts cops 

d'intercanviar el material genètic mitjançant recombinació, aquest fet junt amb el fet que alguns 

bacteriòfags tenen un ampli rang d'hostes, que poden ser taxonòmicament molt distants com 

- 

Taula 10. Resultats de les Nested-PCR realitzades a les diferents mostres.  
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Sphaerotilus natans, E. coli i Pseudomonas (65), fa que els gens de resistència a antimicrobians,  

incorporats al genoma víric, puguin transferir-se entre espècies taxonòmicament llunyanes (10).  

 

El tractament d'aigües per transformar-les en potables es un procés crític per la salut i el 

benestar de la població. Diferents estudis s'estan efectuant a l'actualitat per tal d'eliminar al 

màxim la concentració de contaminants fecals i bacteriòfags presents a l'aigua potable, ja sigui 

mitjançant raigs UV (71) o amb generadors electroquímics d'ozó (119). Tenint en compte que 

els fags són més resistents que els bacteris als processos de depuració d'aigües residuals, sobretot 

als processos realitzats amb clor (68), i tenen fins i tot la capacitat de sobreviure més temps al 

sòl (42), la probabilitat de que aquests gens de resistència a betalactàmics arribin als éssers 

humans mitjançant l'aigua potable o mitjançant aliments contaminats amb l'aigua de rec és 

probablement alta. Els bacteriòfags són per tant un vehicle transportador de gens bacterians que 

es troben al medi ambient que ens envolta i que no podem subestimar. 
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4. CONCLUSIONS 

 

1) La difusió de les 37 soques, 33 Escherichia coli i 4 Salmonella enterica, portadores de la 

betalactamasa CTX-M-9 no fou deguda a l'expansió clonal d'una o unes poques soques 

epidèmiques. 

 

2) A l'estudi de l'entorn genètic del gen blaCTX-M-9 s'observà com un terç de les soques estudiades 

no presentaven l'entorn ja descrit (In60) degut a insercions i/o deleccions.  

 

a) La delecció més freqüentment observada és la delecció de la part 5' de l'integró 

In60, conservant-se en totes les soques tot o part de l'orf513 i el punt calent de 

recombinació adjacent al gen blaCTX-M-9. 

 

b) La seqüència d'inserció IS3000 de l'In60 es troba conservada en totes les soques, 

menys en una. Aquesta presentava la inserció de la IS26. 

 

c) Una soca presentava la inserció de la ISEc8 davant la IS3000. 

 

d) Una soca presentava la inserció de part del gen casset aadA2 a la segona còpia del 

segment conservat 3'CS. 
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Tant el punt calent de recombinació present entre l'orf513 i el gen blaCTX-M-9 com la seqüència 

d'inserció IS3000 poden jugar un paper important en l'evolució d'aquests integrons compostos i 

en la difusió del gen blaCTX-M-9. 

 

3) El perfil plasmídic de les 37 soques portadores de la betalactamasa CTX-M-9 va evidenciar 

una amplia variabilitat plasmídica.  

 

4) En totes les soques excepte en dues, el plasmidi portador del gen blaCTX-M-9, era del grup 

d'incompatibilitat HI2 derivat del plasmidi de referència R478. En una soca el plasmidi portador 

d'aquest gen era positiu per repFII i en una altra per repFIB.  

 

5) Una soca era portadora del gen blaCTX-M-9 al cromosoma. 

 

6) En cinc soques transconjugants es formà un cointegrat entre el plasmidi repHI2 (portador del 

gen blaCTX-M-9) i el plasmidi repFIB.  

 

7) L'estudi de la transponibilitat de l'hipotètic transposó que mobilitzaria l'integró In60 no va 

donar resultats positius en l'única soca testada, raó per la qual no podem afirmar que l'integró 

In60 o In60-like, estigui situat en un transposó o almenys en un transposó amb la capacitat de 

transposar-se. 

 

8) La localizació del gen blaCTX-M-9 al cromosoma en una de les soques, la seva localizació en 

plasmidis de diferents grups d'incompatibilitat (essent el més freqüent el plasmidi repHI2 derivat 

de R478), la presència de dos còpies del gen en un mateix plasmidi o de dos plasmidis portadors 

del gen blaCTX-M-9 en la mateixa soca, indicarien una possible existència d'un transposó, capaç de 

mobilitzar aquest gen a través de diferents estructures gèniques. 

 



  Conclusions / Conclusiones / Conclusions 

 

95

4. CONCLUSIONES 

 

1) La difusión de las 37 cepas, 33 Escherichia coli y 4 Salmonella enterica, portadoras de la 

betalactamasa CTX-M-9 no fue debida a la expansión clonal de una o unas pocas cepas 

epidémicas. 

 

2) En el estudio del entorno genético del gen blaCTX-M-9 se observó que un tercio de las cepas 

estudiadas no presentaban el entorno ya descrito (In60) debido a inserciones y/o deleciones.  

 

a) La deleción observada con más frecuencia es la deleción de la parte 5' del integrón 

In60, conservándose en todas las cepas todo o parte del orf513 y el punto caliente 

de recombinación adyacente al gen blaCTX-M-9.  

 

b) La secuencia de inserción IS3000 del In60 se encuentra conservada en todas las 

cepas, menos en una. Ėsta presentaba la inserción de la IS26. 

 

c) Una cepa presentaba la inserción de la ISEc8 delante de la IS3000. 

 

d) Una cepa presentaba la inserción de parte del gen casset aadA2 en la segunda copia 

del segmento conservado 3'CS. 

 

Tanto el punto caliente de recombinación presente entre el orf513 y el gen blaCTX-M-9 como la 

secuencia de inserción IS3000 pueden jugar un papel importante en la evolución de estos 

integrones compuestos y en la difusión del gen blaCTX-M-9. 

 

3) El perfil plasmídico de las 37 cepas portadoras de la betalactamasa CTX-M-9 evidenció una 

amplia variabilidad plasmídica.  

 

4) En todas las cepas excepto dos, el plásmido portador del gen blaCTX-M-9, era del grupo de 

incompatibilidad HI2 derivado del plásmido de referencia R478. En una cepa el plásmido 

portador de este gen era un plásmido positivo para repFII y en otra para repFIB.  

 

5) Una cepa era portadora del gen blaCTX-M-9 en el cromosoma. 

 

6) En cinco cepas transconjugantes se ha formado un cointegrado entre el plásmido repHI2 

(portador del gen blaCTX-M-9) y el plásmido repFIB.  
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7) El estudio de la transponibilidad del hipotético transposón que movilizaria el integrón In60 

no ha dado resultados positivos en la única cepa ensayada, por lo que no podemos afirmar, que 

el integrón In60 o In60-like, esté situado en un transposón o al menos en un transposón con la 

capacidad de transponerse. 

 

8) La localización del gen blaCTX-M-9 en el cromosoma en una de las cepas, su localización en 

plásmidos de diferentes grupos de incompatibilidad (siendo el más frecuente el plásmido  

IncHI2 derivado de R478), la presencia de dos copias del gen en un mismo plásmido y la 

presencia de dos plasmidos portadores del gen blaCTX-M-9 en la misma cepa, indicarian la posible 

existencia de un transposón, capaz de movilizar este gen a través de diferentes estructuras 

génicas. 
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4. CONCLUSIONS 

 

 

1) The diffusion of the 37 isolates, 33 Escherichia coli and 4 Salmonella enterica, carrying the CTX-

M-9 beta-lactamase, was not due to clonal expansion of one or several epidemic strains. 

 

2) Study of the regions surrounding the blaCTX-M-9 gene showed one third did not present the 

described structure (In60) due to insertions and/or deletions.  

 

e) The deletion most frequently observed was that of the 5' site of the integron In60. 

The orf513 and its hot spot adjacent to the blaCTX-M-9 gene were conserved in all 

strains but one. 

 

f) The insertion sequence IS3000 of the In60 was well conserved in all the strains 

except in that which presented the IS26 insertion. 

 

g) One strain showed the insertion of the ISEc8 upstream of the IS3000. 

 

h) One strain showed the insertion of a partial aadA2 gene cassette within the second 

copy of the conserved segment, 3'CS. 

 

Both the hot spot of recombination (present between the orf513 and the blaCTX-M-9 gene) and the 

insertion sequence IS3000 could play an important role in the evolution of this integron and in 

the diffusion of the blaCTX-M-9 gene. 

 

3) The plasmid profile of the 37 strains carrying the CTX-M-9 beta-lactamase showed a great 

variability.  

 

4) In all but two strains, the plasmid carrying the blaCTX-M-9 gene belonged to the incompatibility 

group HI2, derived from the reference plasmid R478. In one strain, the carrying plasmid was 

positive for repFII and another for repFIB.  

 

5) One strain contained the blaCTX-M-9 gene within the chromosome. 

 

6) In five transconjugant strains, a cointegrate between plasmids repHI2 (carrier of the blaCTX-M-9 

gene) and repFIB was observed.  
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7) The transposition studies in order to check the mobilization of the In60 integron were 

negative in the only strain studied. Accordingly, we could not confirm that the in60 was 

contained within a mobilizing transposon. 

 

8) Location of the blaCTX-M-9 gene  in the chromosome in one strain, its location in plasmids of 

different incompatibility groups (the most frequent being the repHI2 plasmid, a derivative of 

R478), the presence of two copies of the gene  within the same plasmid, and the presence of  

two different plasmids carrying  the blaCTX-M-9 gene in the same strain,  suggest the existence of a 

transposon able to mobilize this gene. 
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5.1.   ANNEX 1 “Characterisation of the highly variable region surrounding 

the blaCTX-M-9 gene in non-related Escherichia coli from Barcelona” (44). 

 

 

5.2.   ANNEX 2 “Acquisition and diffusion of blaCTX-M-9 gene by an R478-

IncHI2 derivative plasmid” (45). 

  

 

5.3.   ANNEX 3 “Bacteriophages and diffusion of beta-lactamase 

genes”(81). 
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