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RESUMEN

Los antibidticos se han utilizado ampliamente durante las Ultimas décadas para el
tratamiento de infecciones humanas y en animales, sobre todo, los B-lactamicos, tetraciclinas y
macrélidos. Su uso ha ido acompafiado de la aparicidon de bacterias resistentes a los mismos,
reduciendo asi el nimero de tratamientos disponibles contra las infecciones. El sector porcino
ha sido el mas afectado por el uso abusivo de antibidticos. En este contexto, el objetivo de este
estudio ha sido valorar la prevalencia de la produccion de B-lactamasas frente a cefalosporinas
de tercera generaciéon en dos paneles de 270 y 59 cepas de Salmonella aisladas en granjas de
porcino de Aragén en dos periodos de tiempo separados por 10 afios (2008-2009 y 2018,
respectivamente). Los resultados mostraron una mayor prevalencia en las resistencias a las
cefalosporinas en 2018 (3,64%, n=2) respecto a la mostrada por las cepas aisladas en el periodo
2008-2009 (0,37%, n=1). El analisis de las cepas resistentes mostré la produccién de distintas B-
lactamasas entre los dos periodos, B-lactamasas tipo AmpC y B-lactamasas de espectro
extendido (BLEE) fueron encontradas en las cepas aisladas en el 2008-2009 y en el 2018,
respectivamente. Las cepas resistentes del periodo 2008-2009 pertenecieron al serotipo S.
Bredeney y estudios genéticos atribuyeron la produccién de AmpC al gen blacwy-2, el cual estd
asociado con la resistencia frente a cefalosporinas y ha sido encontrado frecuentemente en
enterobacterias. Las cepas resistentes del estudio del 2018 pertenecieron a S. Typhimuriumy S.
Rissen. Para la cepa S. Rissen se detectaron diferentes genes de resistencia, siendo el gen blarepm-
1b, €l mas probable de causar la produccidn de BLEEs. En conclusion, el presente estudio muestra

un incremento en el desarrollo de resistencias contra los antibiéticos B-lactdmicos.

ABSTRACT

Antibiotics have been widely used for the last decades for the treatment of human and
animal infections, especially B-lactams, tetracyclines and macrolides. Antibiotic consumption
has been related to the development of antibiotic-resistant bacteria, therefore limiting available
treatments to fight bacterial infections. The porcine sector has been the most affected due to
the high consumption of antibiotics. In this context, the aim of this work was to analyse the
prevalence of B-lactamases production against the third generation of cephalosporines in two
panels of 270 and 59 Sa/monella strains isolated from pigs in farms located in Aragdn at two
periods of time (2008-2009 and 2018, respectively). The prevalence in cephalosporine resistance
was higher in 2018 (3,64%, n=2) than in 2008-2009 (0,37%, n=1). Genetic analysis showed that
the production of different B-lactamases in both pool of strains, B-lactamases AmpC type and
extended spectrum B-lactamases (ESBL) were identified in isolates collected in 2008-2009 and

2018, respectively. The strain isolated of the period 2008-2009 belong to serotype S. Bredeney
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and was encoded for a blacuy-2 gene, which is harboured on plasmids and often isolated from
enterobacteria. The two resistant strains recovered in 2018 were serotyped as monophasic
variant of S. Typhimurium and S. Rissen, respectively. There were identified different antibiotic
resistance genes in S. Rissen strain, including blarenm-2p gene, which encoded for an ESBL B-

lactamase type. In conclusion, this study suggests an increase in the development of resistances

to B-lactams.



1. INTRODUCCION
1.1. El desarrollo y consumo de antibiéticos

Los antibidticos son moléculas de distinta naturaleza que inhiben o inactivan los microbios
actuando especificamente sobre la biogénesis de ciertas estructuras bacterianas o procesos
metabdlicos. El descubrimiento de la penicilina (1928) fue un punto relevante de la historia de
la humanidad y uno de los eventos relacionados con la salud mas importantes del ultimo siglo.
Desde entonces los antibidticos han sido ampliamente utilizados para tratar infecciones
bacterianas, tanto en humanos como en animales. Como ejemplo de su utilizacion, en el afio
2008 se vendieron un total de 2.420 toneladas de antibidticos en 9 paises (Republica Checa,
Dinamarca, Finlandia, Francia, Holanda, Noruega, Suecia, Suiza y Reino Unido) de la Unién
Europea (UE) de acuerdo con la Agencia Europea del Medicamento [33] (EMA, de sus siglas en
inglés -European Medicines Agency-).

Con respecto a Espaina, nuestro pais, ocupod el cuarto lugar entre los paises con mayor
consumo de antibidticos con destino humano en la UE con 327 toneladas, por detras de Francia
(717 ton), Italia (632 ton) y Reino Unido (518 ton). Las penicilinas (79 mg/kg), macrdlidos (10
mg/kg) y fluoroquinolonas (8 mg/kg) fueron los mas consumidos segun el informe JIACRA de
2017. En 2016 el consumo total de antibidticos en Espaina siguid situandose entre los mds
elevados de Europa, registrando, desde el afio 2012, una subida del 9,5% en el ambito
hospitalario [1], al igual que el consumo de cefalosporinas de 32 y 42 generacién [43]. Sin
embargo, de acuerdo con los datos estimados recogidos en el marco del Plan Nacional frente a
la Resistencia Antimicrobiana (PRAN), el consumo total de antibidticos se redujo un 7,2% entre
los afios 2015y 2018. Este dato sugiere una tendencia decreciente en el consumo de antibidticos
en humana, aunque Espafia continla entre los paises que mas antibidticos consumen de la UE
[59].

En relacidn al sector veterinario en Espafia hubo una tendencia ascendente del uso de
antibidticos del afio 2010 al 2014, situdndose en ese afio como el pais que mas cantidad de
antibidticos consumid en animales destinados al consumo humano en la UE con 2.964 ton (33%
del total de antibidticos consumidos en la UE), le siguen Italia (1.432 ton), Alemania (1.306 ton)
y Francia (762t). Los mas consumidos fueron las tetraciclinas, penicilinas y sulfonamidas con 50,
38 y 16 mg/kg biomasa estimada, respectivamente, acorde con los datos obtenidos del informe
JIACRA del 2017. A partir del 2014, en Espafia se produjo una reduccion del consumo estimada
en un 14% hasta 2016 (de 418,8 mg/Population correction unit (PCU) a 362,4 mg/PCU en 2016)
[1], seguramente relacionada con la disminucion del 32,4% de las ventas de antibidticos en el
pais entre 2014 y 2017 [59]. Esta disminucién constituyd un cambio de tendencia muy

significativo. Actualmente, los B-lactamicos constituyen el 35,67% del consumo total (humanay
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veterinaria) y son los segundos antimicrobianos mas usados, por detras de las tetraciclinas

(45,35%) [43].

1.1.1 Los antibidticos B-lactdmicos y su mecanismo de actuacion

Los B-lactamicos son agentes bactericidas que se han desarrollado a partir de la penicilina
y se caracterizan por poseer anillo B-lactdmico y una cadena lateral variable (Figura 1). En
funcién de su estructura, se dividen en: penicilinas (naturales y de amplio espectro),
cefalosporinas (de primera, segunda, tercera, cuarta y quinta generacidn), carbapenemas,

monobactanes e inhibidores de las B-lactamasas (Figura 1 y Tabla 1) [49].

Tabla 1. Clasificacidn de los B-lactamicos por grupos y sub-grupos junto con ejemplos de los antibidticos
mas relevantes de cada uno.

Grupo Antibiodtico
Penicilinas
Penicilinas naturales Penicilina G Penicilina V
Amplio espectro Ampicilina Amoxicilina
Antiestafilocdcicas Oxacilina Dicloxacilina
Cloxacilina
Carboxipenicilinas Ticarcilina Piperacilina

Carbenicilina

Cefalosporinas

Primera generacion Cefadroxilo Cefalexina
Cefazolina Cefradina
Cefalotina
Segunda generacion Cefuroxima Cefaclor
Cefamandol Cefoxitin
Tercera generacion Cefotaxima Cefixime
Ceftacidima Cefoperazona
Ceftriaxona
Cuarta generacion Cefepime Cefpirome
Quinta generacion Ceftarolina
Carbapenémicos
Imipenem Ertapenem
Meropenem
Monobactamicos
Aztreonam
Inhibidores de las B-lactamasas
Acido Sulbactam
clavuldnico Tazobactam
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Figura 1. Estructura de los antibidticos B-lactamicos [49].

Los antibidticos B-lactdmicos actian a nivel de la pared de las bacterias. Las diferencias
en el anillo y su decoracién con cadenas laterales, asi como la posicidn espacial del mismo,
condicionan su afinidad por las denominadas proteinas fijadoras de penicilina (PBPs, de sus
siglas en inglés Penicilline Blinding Proteins) [49]. Las PBPs polimerizan la capa de peptidoglicano
de la pared bacteriana. Los B-lactdmicos emulan estructuralmente a los componentes del
peptidoglucano, compitiendo asi por la zona activa de las PBPs, donde establecen una unién
covalente e inhiben la sintesis de la pared celular bacteriana. Esta alteracidon produce una
descoordinacion de las enzimas implicadas en el proceso de transpeptidacion, generando lisis
bacteriana [36].

La pared celular es esencial para la mayoria de microorganismos y su biosintesis esta bien
conservada entre bacterias de diferentes grupos, asi estos antibidticos actian sobre un amplio
espectro de bacterias, con ciertas excepciones. Ademas, tienen una menor toxicidad que otros
antibidticos, una buena penetracién en diferentes d6rganos, una buena capacidad de
administracién, y puedan usarse en una gran variedad de situaciones clinicas. Todo esto hace
gue sean muy atractivos de usar, especialmente cuando se desconoce el agente patdgeno
causante de la infeccion [63].

Sin embargo, la actividad de los B-lactamicos es limitada, ya que es necesario que la
bacteria se encuentre en fase de multiplicacién para que puedan actuar, por lo que no son

efectivos frente a formas latentes [36]. Tampoco son activos frente a micobacterias [49] las



cuales poseen una pared celular gruesa y con un alto contenido en lipidos (50-60%), lo que hace
gue su penetraciéon sea lenta y disminuya su afinidad al ser sustancias poco lipofilicas [24]. Asi
mismo, no son activos frente a micoplasmas, pues carecen de pared celular, ni frente bacterias
intracelulares como Chlamydia y Rickettsia, ya que no alcanzan concentraciones elevadas en el
interior de la célula por su caracter lipofdbico [49]. Ademas, todas las enterobacterias de interés
clinico, con la Unica excepcién de Salmonella y muy probablemente de Proteus mirabilis, son
portadoras de una betalactamasa cromosémica natural y propia de cada especie [53].
Finalmente, bacterias que inicialmente eran sensibles a B-lactdmicos han sido capaces de
adquirir resistencia frente a este grupo de antibiéticos a través de diferentes mecanismos, que

se describiran mas adelante en este estudio.

1.1.1.1 Cefalosporinas

Las cefalosporinas se dividen en 5 grupos o generaciones en funcién del aumento de su
espectro de actuacion. Las de primera generacion son muy activas frente a los cocos Gram
positivos, sin embargo, las sucesivas generaciones han perdido parte de esa actividad, en
beneficio de una mayor actividad frente a bacilos Gram negativos. Por otro lado, todas las
cefalosporinas son inactivas frente a enterococos, estafilococos resistentes a la meticilina y
Listeria monocytogenes [49]. Las cefalosporinas de terceray cuarta generacion se utilizan contra
infecciones polimicrobianas que involucran bacilos gramnegativos y cocos grampositivos. Las
cefalosporinas de tercera generacion (C3G) son activas frente a Haemophilus influenzae y frente
a algunas especies de la familia Enterobacteriaceae que no producen betalactamasas de tipo
AmpC o BLEEs (como Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae o Proteus mirabilis). Ceftazidima es
una C3G con un espectro de actividad amplio contra cocos Gram positivos y bacilos Gram

negativos [68] y cefotaxima que, ademas, tiene efecto sobre bacterias anaerobias [14].

1.1.1.2 Inhibidores de B-lactamasas

Los inhibidores de B-lactamasas no son antibidticos propiamente dichos, sino moléculas
con una elevada afinidad por las B-lactamasas, enzimas producidas por las bacterias que
degradan los antibiéticos B-lactdmicos. Estos inhibidores se unen irreversiblemente a las B-
lactamasas, inactivandolas. Se suelen administrar conjuntamente con antibidticos B-lactamicos
para evitar su inhibicién mediante B-lactamasas y potenciar su efecto bactericida, ya que los
protegen de la accion enzimdtica de las B-lactamasas. Su aportaciéon fundamental es, por lo
tanto, restaurar la actividad del B-lactdmico coadministrado [49]. El acido clavulanico es el mas
usado. Tiene una estructura similar a la penicilina, pero modificada (sustitucion del dtomo de
azufre en la posicidn 3 por un dtomo de oxigeno) (Figura 2), en la cual reside su funcion como

inhibidor de B-lactamasas [49].
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Figura 2. Estructura quimica del acido clavulanico [49].

1.1.2 Clasificacion de los antibidticos segun su importancia critica

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) emite desde el 2005 el listado de
antimicrobianos de importancia critica para la medicina humana, agrupandolos en tres
categorias: de importancia critica, muy importantes o importantes. En el caso de la sanidad
animal, la EMA lanzé a consulta publica a principios de 2019 una nueva categorizacion de los
antibiodticos de uso veterinario que incluye todos los tratamientos y los clasifica segun el riesgo
que representa su uso, con el objetivo de mitigar el riesgo para la salud humana [34]. Esta
clasificacion distingue 4 categorias (Tabla 2): Categoria A (“Evitar”) en la que encontramos los
antimicrobianos no autorizados en medicina veterinaria en la UE. Su uso en animales de abasto
esta prohibido, solo se pueden administrar a animales de compafiia de forma excepcional, de
conformidad con la “prescripcién en cascada”; Categoria B (“Restringir”) son los antibidticos
cuyo uso solo debe considerarse para el tratamiento de afecciones clinicas cuando no existen
antimicrobianos efectivos en las categorias C o D. Estan incluidas las sustancias definidas como
Antimicrobianos de Importancia Critica de Maxima Prioridad por la OMS (ej. cefalosporinas de
tercera, cuarta y quinta generacion, glicopéptidos, macrdlidos y cetdlidos, polimixinas y
guinolonas), con la excepcion de los macrdlidos y aquellos que no estan autorizados como
medicamentos veterinarios en la UE; Categoria C (“Precaucién”), abarca los antimicrobianos que
solo deben usarse cuando no haya opciones efectivas en la categoria D; y Categoria D
(“Prudencia”), incluyen los antibidticos que pueden usarse de manera prudente, evitando su uso
innecesario, en tratamientos largos y/o grupales. Su uso en medicina veterinaria supone un
riesgo bajo para la salud publica. Varias de estas sustancias estan clasificadas como Antibidticos

de Importancia Critica por la OMS (gj. penicilinas).



Tabla 2. Categorizacion de los antibidticos en veterinaria segun la importancia critica y las familias de
antibioticos que corresponden a cada categoria [34].
Familia de antibidticos

Categoria

Categoria A
(evitar uso)

Categoria B
(restringir)

Categoria C
(precaucion)

Categoria D
(prudencia)

Carbapenemas y otros
penemas

Lipopétidos

Fosfomicina
Cefalosporinas de ultima
generacion
Glicopéptidos
Glicilciclinas
Monobactdmicos
Amidinopenicilinas

Cefalosporinas de 32 y 42
generacion

Aminoglucésidos
Aminopenicilinas
combinadas con
betalactamasas

Anfenicoles

Aminopenicilinas
Polipéptidos ciclicos
(bacitracina)
Nitrofuranos
Nitroimidazoles
Tetraciclinas

Acido pseudoménico
Oxazolidinonas

Carboxipenicilinas y
ureidopenicilinas conmbianas con
inhibidores de betalactamasas
Riminofenazinas

Antibidticos para el tratamiento de
tuberculosis y otros micobacterianos

Polimixinas
Quinolonas

Rifamicinas

Cefalosporinas de 12 y 22 generacidn
Macrélidos

Lincosamidas

Pleuromutilinas

Penicilinas: naturales, de espectro
estrecho y sensibles a
betalactamasas

Antibacterianos esteroideos (acido
fusidico)

Sulfonamidas, inhibidores de la
enzima dihidrofolato reductasa y sus
combinaciones

La falta de desarrollo de nuevos antibidticos convierte en fundamentales las

recomendaciones sobre el uso racional de los antibidticos existentes. La actualizacién periddica

de esta clasificacion es absolutamente necesaria para proteger la eficacia de estos

medicamentos. Cabe resaltar que los antibidticos B-lactdmicos, objeto de este estudio, aparecen

en todas las categorias de dicha clasificacién, haciendo que su uso eficiente y el control de las

resistencias a estos antibidticos sean fundamentales tanto para la salud publica como animal.

1.2. El desarrollo de resistencias a antibioticos

Se entiende por resistencia a antibidticos (RA) la capacidad que tienen las bacterias de

convertirse en resistentes frente a antibidticos frente a los que eran susceptibles [56]. En parte,

es el resultado de la presién selectiva generada por el uso de antibidticos conduciendo a la

seleccion y mantenimiento de genes exitosos o de elementos y/o clones genéticos moviles [60].
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La RA puede ser natural o adquirida. Cuando todas las cepas pertenecientes al mismo
grupo bacteriano son resistentes a un antibidtico, se habla de resistencia natural. Esta puede
producirse por particularidades en su estructura (ej. las micobacterias y micoplasmas son
naturalmente resistentes a los B-lactdmicos), por inactivacion del antibidtico mediante
produccidon de enzimas que hidrolizan o modifican la molécula (produccidon natural de B-
lactamasas) y también por bacterias productoras de antibidticos, que deben protegerse frente
a sus propias sustancias toxicas utilizando mecanismos de resistencia [57]. Cuando la resistencia
solo aparece en ciertas cepas de una especie normalmente sensible se habla de resistencia
adquirida. Esta es la forma mas habitual y puede darse por mutacién o transferencia genética
horizontal (TGH) [57].

Las mutaciones aparecen espontdneamente segun el tipo de bacterias y las caracteristicas
ambientales [57]. Se dan, sobre todo, en ambientes en los que hay poca probabilidad de
producirse el intercambio genético, por ejemplo, en las infecciones crénicas, donde se combina
la baja disponibilidad de ADN exdgeno con la elevada presion selectiva ejercida por el
tratamiento antibidtico aplicado durante meses [7]. Las mutaciones aleatorias de los genes que
codifican las enzimas han dado lugar a catalizadores modificados con un espectro de resistencia
cada vez mayor [39].

La TGH permite una difusiéon rapida y extensa de la informacién genética. Los mecanismos
involucrados son la transduccidn, la transformacion y la conjugacién [57]. En la transduccion el
vector es un bacteridfago que es capaz de transferir un fragmento de ADN de una bacteria a
otra. El bacteridéfago, al ingresar en una bacteria, puede introducir algunos nuevos genes de las
bacterias que ha infectado previamente, como los genes de resistencia bacteriana a los
antibidticos. La transduccién es un mecanismo de transferencia muy eficaz, pero debido a la
estrecha especificidad de la relacién virus-bacteria esta limitada a intercambios entre
microorganismos filogenéticamente préximos, fundamentalmente pertenecientes al mismo
género [57]. La transformacién permite la adquisicion e incorporacion de ADN exdgeno
desnudo. La bacteria capta un fragmento de ADN presente en el medio externo, procedente de
bacterias lisadas y lo integra en su material genético. La informacién transmitida por el
mecanismo de transformacién presenta un caracter mas universal y puede ser asimilada por
cualquier bacteria, permitiendo incluso la creacién de genes hibridos muy resistentes a los
antibidticos [57]. La conjugacion es un proceso en el cual el ADN se transfiere de una bacteria
donante a una bacteria receptora por medio de un mecanismo que implica un estrecho contacto
celular. Es el modo de transferencia responsable de la mayoria de TGHs. Consiste en la
transmisién de una hebra de ADN de la bacteria donante a la receptora, obteniendo asi una

copia de la informacidn contenida en dicha hebra. Ambas bacterias sintetizan de nuevo la hebra
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complementaria, de modo que al final de la conjugaciéon los dos microorganismos son
resistentes, lo que amplia notablemente la resistencia [57].

Los plasmidos son moléculas circulares de ADN bicatenario que poseen la capacidad de
replicarse independientemente del sistema de duplicacién del cromosoma bacteriano. Pueden
promover la TGH entre diferentes especies por conjugacién [63]. Los plasmidos pueden adquirir
sucesivamente diferentes genes de resistencia. En ocasiones, un solo plasmido puede
determinar la resistencia a varias familias de antibidticos en un microorganismo, cuando éste
vehicula varios genes de resistencia, de modo que, al transmitirse, permite a la bacteria volverse
multirresistente en una sola etapa [57], lo cual apoya la idea de la co-seleccion de otros genes
de resistencia. Ademas, los transposones, secuencias méviles de ADN de doble cadena que
pueden replicar e insertarse a si mismos, permiten el intercambio aleatorio entre secuencias no
homdlogas de ADN. Estos albergan genes determinantes de resistencia, pudiendo insertarlos en
el cromosoma [57]. De hecho, permiten la translocacién de los genes de resistencia del
cromosoma bacteriano a un plasmido y viceversa, o de un plasmido a otro dentro de la misma
bacteria, de tal forma que se amplian enormemente las posibilidades de transferencia de la
informacién. El intercambio de transposones entre células se puede realizar mediante

conjugacion o a través de elementos moviles (ej. plasmidos) [65].

1.2.1 Resistencias a los antibidticos en el sector porcino

A nivel mundial, la UE-28 es el segundo productor de carne de porcino, después de China.
Actualmente, Espafia es la tercera potencia productora (después de China y EEUU), mientras
gue, a nivel europeo, desde el 2015 Espaiia es el mayor productor de porcino. El sector porcino
ocupa, en Espafiia, el primer lugar en cuanto a su importancia econdmica alcanzando cerca del
39% de la Produccién Final Ganadera [47]. Mas del 50% del censo se concentra en el noroeste
espafiol (Aragdn y Catalufia). La produccién de carne de porcino supone el 64,5% de la
produccidn total de carne en Espafia [3]. Siendo la carne de cerdo la segunda mds consumida en
nuestro pais (29%) después de la carne de pollo (37%) [48].

En 2016 el sector porcino fue el que mayor cantidad de antibidticos consumid del sector
veterinario espafol, sobre todo se marca la diferencia con las polimixinas, B-lactamicos y
fluoroquinolonas (Figura 3) (JIACRA, 2018). El uso masivo de antibidticos en veterinaria y en
particular en este sector crea una presion selectiva que contribuye a la emergencia de las
resistencias frente a antibidticos, haciendo del sector porcino una fuente potencial de bacterias
resistentes [19]. En este sentido, la administracion de antibidticos por via oral ha sido una
practica habitual en las granjas porcinas, lo que ha supuesto que se aplique un tratamiento

antibidtico tanto a animales enfermos como sanos, generando una mayor presion de seleccidn
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[10]. Se ha observado asi mismo que incluso animales no tratados con antibiéticos podrian estar
expuestos a dosis sub-terapéuticas de los mismos cuando se alojan con otros animales tratados
[44]. Todo ello contribuye a su vez a la contaminaciéon ambiental con bacterias resistentes que
son eliminadas a través de las heces, incrementando el riesgo de dispersion de las mismas en el

medio ambiente [41].

Consumo estimado de
antibiodticos (%)
AU
oo

e Rumiantes Porcino Avicultura Otras

Figura 3. Distribucion del consumo estimado de las familias de antibiéticos por las
especies productoras de alimentos mas relevantes (rumiantes, porcino, avicultura y
otras especies) en el 2016 [43].

1.2.2 Mecanismos y transmisidon de resistencias frente a antibioticos B-lactamicos

Las bacterias Gram negativas resistentes a cefalosporinas de amplio espectro pueden
adquirir la resistencia a los B-lactdmicos mediante los siguientes mecanismos: (1) alteraciones
en la permeabilidad de la membrana externa. Si disminuye el didmetro o la produccién de poros
proteicos (porinas) de la membrana externa, se dificulta la penetracidn de sustancias hidrofilicas
como los B-lactamicos; (2) modificacidon de la diana del antibidtico. Mutaciones en las PBPs que
afecten a la unién con el antibidtico, producen una pérdida de afinidad a los B-lactdmicos. Este
es el mecanismo mas frecuente en cocos Gram positivos, pero también se da en Gram negativos;
(3) produccidn de enzimas B-lactamasas, que son capaces de hidrolizar el anillo B-lactamico. Este
mecanismo es el mas frecuente en la familia Enterobacteriaceae [35; 11]; (4) expresién de
bombas de eliminacidn activa que expulsan el antibiético conforme se absorbe [53]; y (5)
mediante la formacién de biofilms. Este mecanismo es independiente de los anteriores, ya que
una bacteria sensible sin base genética de resistencia conocida, puede mostrar una sensibilidad
reducida como consecuencia de su capacidad para formar biofilms.

En este estudio nos vamos a centrar en las resistencias generadas por la produccion de B-

lactamasas. El grado de resistencia que poseen se correlaciona con su concentracion, la afinidad
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por los diferentes B-lactamicos y propiedades hidroliticas. La produccidn puede ser constitutiva
(se producen siempre), es el caso de las B-lactamasas plasmidicas en bacterias Gram negativas,
o inducible (se producen solo en presencia de un B-lactdmico). Las B-lactamasas cromosdmicas
producidas fundamentalmente por bacterias Gram negativas pueden ser constitutivas o
inducibles.

La produccién de B-lactamasas estd controlada por genes (bla), los cuales pueden estar
ubicados en el cromosoma o en plasmidos. Estos genes bla codifican enzimas BLEE, pAmpC o
carbapenemasas asociadas frecuentemente con elementos genéticos moéviles como los
transposones, integrones y plasmidos [63]. La resistencia a nivel cromosdmico aparece por
mutaciéon mientras que los plasmidos son transferibles entre bacterias [49]. Siendo la

transmisién mediada por plasmidos el método mas frecuente de TGH de genes bla [55].

1.2.3 Clasificacion de las B-lactamasas

Las enzimas B-lactamasas pueden clasificarse molecular o funcionalmente, ambas
clasificaciones estan correlacionadas (Tabla 3). La clasificacion molecular o de Ambler se basa
en la homologia de la secuencia de aminoacidos, agrupandose en cuatro clases moleculares: A,
B, Cy D. La clasificacién funcional divide a las B-lactamasas en 3 grupos, (1) cefalosporinasas que
corresponden ala clase C de Ambler, son conocidas como las B-lactamasas AmpC. Tienen mayor
actividad contra las cefalosporinas y, normalmente, resisten la inhibicidn del acido clavulanico,
(2) serina-B-lactamasas que utilizan serina para realizar la hidrdlisis. Se corresponden a los
grupos Ay D, son el grupo mas amplio de B-lactamasas debido al incremento de BLEEs. Tienen
una gran afinidad por las monobactamas y son inhibidas por el acido clavuldnico. Las B-
lactamasas de la clase D se conocen comunmente como OXA B-lactamasas y (3) metalo-B-
lactamasas incluyen las de la clase B, que requieren la presencia de iones de Zn divalentes para
realizar la hidrdlisis. Se distinguen de las anteriores por su capacidad para hidrolizar
carbapenemas, aunque algunas serina-B-lactamasas estdn comenzando a adquirir esta
capacidad [11; 40].

Las enzimas con mayor importancia clinica de la clase A son las BLEEs que son resistentes
a la penicilina, cefalosporinas de amplio espectro (primera y segunda generacion) y aztreonam.
Sin embargo, no hidrolizan los carbapenemas [63] y son inactivadas por los inhibidores de -
lactamasas disponibles comercialmente como el 4cido clavuldnico, sulbactam y tazobactam [58].
Las familias principales de éstas son los tipos TEM-, SHV- (B-lactamasas clasicas) y CTX-M [11].
Estas B-lactamasas no confieren resistencia a la cefoxitina ni a los carbapenemas. Las BLEEs de
tipo TEM y SHV, son el resultado de mutaciones puntuales simples y suelen ofrecer mayor

resistencia frente a ceftazidima, mientras que otras B-lactamasas, como las de tipo CTX-M,
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proceden de las B-lactamasas codificadas cromosémicamente producidas de forma natural por
enterobacterias y son mds resistentes frente a cefotaxima [4]. Las TEM-1 son las mas comunes
en las bacterias Gram negativas, la cual es capaz de hidrolizar penicilinas y cefalosporinas [9].

Las B-lactamasas cAmpC pertenecientes a la clase C confieren resistencia a las
combinaciones de C3G e inhibidores de B-lactamasas (Ej. amoxicilina-clavulanico), pero no
frente a los carbapenemas. A principio de los 2000 se observé un incremento de genes ampC en
plasmidos (pAmpC) que se pueden distribuir facilmente mediante transferencia horizontal entre
las bacterias de la familia Enterobacteriaceae. Estas enzimas derivan de aquellas que poseen los
productores cromosémicos [63] y confieren resistencia frente a penicilinas, cefoxitina y
cefalosporinas de amplio espectro como cefotaxima y ceftazidima [4]. A diferencia de las
enzimas de clase A, cAmpC y pAmpC se inactivan levemente por los inhibidores B-lactamicos
mas comunes, pero las cefalosporinas de cuarta generacién permanecen en los rangos de
susceptibilidad [35].

Las carbapenemasas son P-lactamasas capaces de hidrolizar los antibidticos
carbapenemas. Se han identificado enzimas de este tipo en las 4 clases estructurales [63], siendo
las mas relevantes las metalo-B-lactamasas (clase B). Las enzimas principales de la clase B son
las IMP y VIM que tienen un perfil hidrolitico que incluye todos los antibidticos B-lactamicos con

excepcion del aztreonam y no se inhiben por el acido clavulanico, sulbactam o tazobactam [52].

Tabla 3. Clasificacién molecular y funcional de las B-lactamasas con sus caracteristicas mas relevantes.

Clase molecular

fuﬁlca;:f\al (Grupo Bush y Enzimas Sustrato preferente Inhibidores
Jacoby, 2009)
C(1y1e) AmpC Cefalosporinas de 128,22y 32 Cloxacilina,
1 generacion e inhibidores de aztreonam y acido
B-lactamasas (AC) bordnico y sus
derivados
A (2a, 2b, 2be, BLEEs (SHV, Penicilinas, cefalosporinas de  AC, sulbactam,
2br, 2ber, 2c, TEM, CMY, amplio espectro (12y 22 tazobactamy
2ce, 2e, 2f) CTX-M, CMT) generacion), monobactamas, carbapenemas
carbencilina
2
D (2d, 2de, 2¢) OXA B- Cefalosporinas de amplio AC
lactamasas espectro, coloxacinay
carbapenemas
B (3a, 3b) Metalo-B- Todos los B-lactamicos EDTA
3 lactamasas incluyendo carbapenemas,
(IMP y VIM) excepto aztreonam

aa: aminoacidos. BLEEs: betalactamasas de espectro extendido, TEM: temocillin, CMT: complex mutant TEM, EDTA:
Acido etilendiaminotetraacético, AC: Acido clavulanico, OXA: oxaciclina,
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La presencia de B-lactamasas limita de forma progresiva las posibilidades de emplear
antibidticos previamente activos, jugando un papel critico en la seleccién de una terapia
adecuada al obligar a elegir antibidticos diferentes a las penicilinas, cefalosporinas vy
carbapenemas [11]. La disminucidn de su efectividad contra antibidticos de primera linea por la
aparicion de resistencias es un fendmeno mundial, que estd ocasionando que se recurra a
antibidticos de segunda y tercera linea, que son los antibiéticos a los que se recurre cuando los
indicados para el tratamiento no funcionan (ej. amikacina) [46]. Esta reduccidn de opciones de
tratamientos en humana se agrava por la capacidad de los patégenos de transferirse
directamente de los animales a los humanos y con ellos las resistencias que portan, como es el

caso de Salmonella [63].

1.2.4 La lucha contra la resistencia antimicrobiana

El aumento de la prevalencia de resistencia a los antimicrobianos se asocia con varios
factores: 1) el elevado uso de antibidticos en medicina humana; 2) el uso de antibidticos como
promotores del crecimiento en animales de abasto; 3) el tratamiento terapéutico con
antibiodticos tanto en animales de produccion como de compafiia; y 4) el uso de pesticidas en
agricultura y de biocidas en productos de limpieza domésticos [20]. Su control, por lo tanto,
implica una actuacidn global desde diferentes enfoques (médico, veterinario y ambiental). Esta
situacion ha promovido el desarrollo del enfoque One Health o “Una Unica Salud”, que
propugnan los organismos internacionales. Consiste en integrar y coordinar actuaciones en
areas de salud humana, sanidad animal y medioambiente [59]. Este enfoque reconoce que estos
tres dmbitos estan interconectados, y la resistencia antibidtica tiene enlaces claros a cada uno
de estos tres dominios [62].

En lo que concierne al ambito veterinario, la UE restringié el uso de antibidticos como
promotores del crecimiento en animales en 1999 y los prohibié completamente en 2006 [6]. Sin
embargo, esta prohibicién condujo a un aumento en el uso de antibidticos con objetivos
terapéuticos, lo cual, junto con las mejoras en la produccion de farmacos, haciéndolos mas
baratos, fomentd el uso de antibidticos sin receta del uso de antibidticos, su diseminacidén ocurre
de forma relativamente facil mediante la contaminacion cruzada entre animales por material
fecal, especialmente aquellos procedentes de la produccién intensiva de ganado [28]. Esto ha
contribuido también, en parte, al desarrollo de cepas resistentes a antibidticos en humanos [15].
Las bacterias resistentes procedentes de los animales pueden llegar al hombre indirectamente
por la cadena alimentaria a través del consumo de alimentos contaminados o tras el contacto

directo con animales infectados con dichas bacterias [15].
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En vistas a proteger la salud publica, en noviembre del aifio 2011, el Parlamento Europeo
publicd una resoluciéon no legislativa por la que se establecid un Plan de Accién sobre
Resistencias Antimicrobianas (2011-2016) [66] que estimuld la puesta en marcha de planes
nacionales en 13 paises, incluido Espafia, con el objetivo de establecer una estrategia comun
para combatir las resistencias. Finalmente, en 2014 Espafia aprobd su propio Plan Nacional de
Resistencia a los Antibidticos (PRAN) que promueve, entre otras cosas, la reduccién del uso de

antibidticos en animales.

1.3. El agente zoondtico Salmonella: un patégeno multi-resistente

Salmonella es un género de bacterias perteneciente a la Familia Enterobacteriaceae. Esta
formado por dos especies: Salmonella enterica y Salmonella bongori (V). S. enterica se subdivide
a su vez en seis subespecies: S. enterica subsp. enterica (1), S. enterica subsp. salamae (ll), S.
enterica subsp. arizonae (llla), S. enterica subsp. diarizonae (lllb), S. enterica subsp. houtenae
(IV) y S. enterica subsp. indica (V). Las subespecies ademas se dividen en serotipos en funciéon
del antigeno somatico (O), los antigenos flagelares (H1 y H2) y, en ocasiones, antigenos
capsulares (Vi). Salmonella es un Gram negativo con forma bacilar, anaerobio facultativo, no
produce capsula (con excepcion de S. Typhi) ni esporas y son moviles por flagelos peritricos. La
mayoria de las salmonelas presentan dos tipos diferentes de proteinas flagelares, denominados
de fase 1y de fase 2, que se corresponden con los antigenos H1 y H2. Sin embargo, algunos
serotipos son monofasicos, es decir, sélo son capaces de producir un tipo de flagelina [25]. Las
principales caracteristicas fisioldgicas y bioquimicas de este género se describen en Cox (1999)
y Farmer et al. (2007). El reservorio natural de todas ellas es el tracto digestivo de animales

vertebrados.

Algunos de los serotipos de Salmonella estdan adaptados a un hospedador especifico y hay
otros serotipos no adaptados a ningln hospedador concreto, es decir, pueden infectar a un
amplio rango de animales, incluido al ser humano, por lo que poseen un gran potencial
zoonotico, como es el caso de S. Typhimunium y S. Enteritidis [51]. La mayoria de los serotipos
no son patdgenos en su hospedador animal natural, siendo el hombre un hospedador accidental
gue se infecta a través de alimentos contaminados, desarrollando una enterocolitis [25]. La
mayoria de los serotipos de Salmonella patdégenos para el ser humano pertenecen a la
subespecie | [31]. Entre ellos se encuentran S. Typhi y S. Paratyphi, causantes de las fiebres
tifoideas y paratifoideas, respectivamente, y numerosos serotipos no tifoideos causantes de
gastroenteritis [2].

Desde hace una década Salmonella es de los patégenos mas frecuentes transmitidos por

alimentos en la UE [21]. Los 5 serovares mas frecuentes en casos de salmonelosis humana son
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S. Enterica, S. Typhimurium, variante monofasica de S. Typhimurium, S. Intantis y S. Newport
[31]. El serotipo S. Typhimurium infecta sobre todo en ganado porcino y vacuno y S. Enteritidis
se aisla principalmente de aves, huevos y derivados. La enfermedad estd asociada
principalmente al consumo de huevos y carne de pollo, pero en los ultimos afios estan
aumentando los casos relacionados con el consumo de carne de cerdo [29], ya que, se transmite
a través de carne de cerdo normalmente cruda y lista para comer [5]. Por ello, la UE ha
establecido las bases para la elaboracién de programas de control de salmonelosis especificos
para cada pais recogidas en el Reglamento (CE) N2 2160/2003, del Parlamento Europeo y del
Consejo, sobre control de la Salmonella y otros agentes zoonéticos especificos transmitidos por
los alimentos. Este Reglamento se complementa con la Directiva 2003/99/CE, del Parlamento
Europeo y del Consejo, sobre la vigilancia de las zoonosis y los agentes zoonéticos.

En los Ultimos afios, los serotipos de Salmonella que fueron aislados en mayor proporcion
en cerdos sacrificados en mataderos de Espafia fueron S. 1,4, [5],12:i:- (9,08%), seguido por S.
Rissen (7.99%) , S. Typhimurium (7.36%), S. 4,5,:i:- (6.06%) y S. Derby (5,09%). S. Typhimurium
es aislada con regularidad [50]. En Europa, S. Typhimurium es uno de los principales serotipos
asociados con la salmonelosis humana y su variante monofasica se considera un serotipo atipico
y emergente, que comparte casi todos los factores antigénicos con S. Typhimurium excepto la
produccidn del flagelo H2 [64]. En general, las cepas monofdsicas pueden aparecer como
evolucién de cepas ancestrales que, por diferentes eventos genéticos, han perdido los genes o
la capacidad de expresion del antigeno flagelar H2 [25]. La variante monofasica de S.
Typhimurium presenta un mismo grado de virulencia que las cepas patégenas de S.
Typhimurium, tanto en animales como en humanos [27], siendo el cerdo el principal reservorio
[31]. La EFSA ha considerado que las cepas emergentes de esta variante monofdsica de S.
Typhimurium suponen un riesgo para la Salud Publica comparable al de otras cepas de S.
Typhimurium causantes de epidemias de infeccidn generalizas en las Ultimas décadas [26].

En los afos 2000 los serotipos mas involucrados en la resistencia a las cefalosporinas de
amplio espectro fueron S. Typhimurium y S. Enteritidis, lo cual no es sorprendente, ya que son
los serotipos mas frecuentes en muchos paises. En S. Typhimurium se detectaron al menos 18
enzimas diferentes, incluidas algunas ampliamente distribuidas como las del grupo TEM y CMY
[4]. En el 2011 la prevalencia de resistencia frente a cefalosporinas de tercera y cuarta
generacion en Salmonella spp. era muy baja (0,04%), sin embargo, ha incrementado

notablemente hasta el 2016 (1,37%) [43].
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2. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

Desde el inicio del uso de los antibidticos se han generado organismos resistentes a éstos,
sin embargo, no ha sido hasta las ultimas décadas cuando se ha considerado que estamos en
una situacion alarmante. El incremento de bacterias resistentes a los antibiéticos, ha estimulado
la investigacidn de otras alternativas para tratar infecciones tanto en Salud Publica como en
Sanidad Animal. Los B-lactdmicos son una familia de antibiéticos afectada por las resistencias a
los antibidticos, sobre todo por el aumento de microorganismos productores de B-lactamasas.
Esta resistencia es especifica en funcidn del tipo de B-lactamasas.

Uno de los géneros bacterianos afectados por este tipo de resistencia es Salmonella, el
segundo patégeno zoondtico mas prevalente en la UE y en el cual se ha observado una tendencia
creciente de la resistencia a C3G. Aprovechando que la Unidad de Microbiologia e Inmunologia
de la Facultad de Veterinaria de Zaragoza y en el Centro de Investigacién y Tecnologia
Agroalimentaria de Aragdn (CITA) tenian dos colecciones de cepas de Salmonella recogidas en
el periodo 2008-2009 y en 2018 en granjas de porcino del Noroeste de Espafia (Aragon),
respectivamente, el objetivo general de este estudio fue evaluar la evolucion de la resistencia a
B-lactamicos en aislados de Salmonella procedentes de ganado porcino de nuestra regién. En
este contexto, los subobjetivos de este estudio son:

1. Evaluar la prevalencia de la resistencia a B-lactamicos en un panel de cepas
seleccionadas en ambos periodos.
2. Caracterizar el tipo de resistencia (BLEE y/o AmpC) en aquellos aislados que resulten

resistentes.
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3. METODOLOGIA
3.1. Aislados de Salmonella utilizados

Periodo 2008-2009

Se utilizaron un total de 270 cepas de Salmonella enterica pertenecientes a una coleccidn
de 625 cepas de la Unidad de Microbiologia e Inmunologia de la Facultad de Veterinaria de la
Universidad de Zaragoza. Todas las cepas habian sido aisladas de nddulos linfaticos
mesentéricos de cerdos procedentes de 75 granjas ubicadas en la Comunidad Auténoma de
Aragon [67]. Las cepas fueron serotipadas y el patron de resistencia a 19 antibidticos fue
determinado previamente, pero su resistencia frente a los B-lactamicos no habia sido analizada.
Las 270 cepas utilizadas en este estudio se seleccionaron en base a: 1) representar a todos los
rebafios positivos analizados, y 2) representar a los diferentes serotipos presentes en las

explotaciones positivas.

Periodo 2018

En 2018 se llevd a cabo un nuevo estudio en 29 rebafios de porcino de la misma zona
geografica, en el contexto de otro proyecto de investigacion desarrollado en el CITA (resultados
no publicados). En este caso, se recogieron muestras fecales (grupos) de 10 corrales de cada
rebafio. Se aisld Salmonella en 17 rebafios (58,6%). Un total de 59 aislados de Salmonella fueron
utilizados para este estudio.

El perfil de resistencia de todos estos aislados se habian analizado previamente en el
laboratorio de Microbiologia del CITA mediante Sensititre Gram Negative MIC plate (Thermo
Fisher Scientific, East Grinstead, UK) bajo la direccién de Clara Marin (resultados aun no
publicados). De esta coleccidn se seleccionaron los que resultaron fenotipicamente resistentes
a C3G. Previo a su analisis, todas las cepas se descongelaron y sembraron en medio de cultivo

agar nutritivo durante 24 horas (+2 horas) a 37°C (+1°C).

3.2. Deteccion fenotipica de cepas productoras de BLEE y AmpC

Para determinar si las cepas producian B-lactamasas de tipo BLEE y/o AmpC, se utilizo el
kit de difusion en disco “Total ESBL+AmpC Confirm Kit: ESBL + AmpC” (ROSCO Diagnostika,
Taastrup, Dinamarca). La técnica se realizd siguiendo las instrucciones proporcionadas por el
fabricante. Brevemente, se prepararon suspensiones bacterianas y se ajustaron a0,5 en la escala
de McFarland (equivalente a 1,5x10% bacterias/ml) en suero salino fisiolégico. Parte de la
suspension bacteriana se recogié con un hisopo y se sembrd en masa sobre una placa Mueller-
Hinton (MH) (Oxoid Limited, Basingstoke, Reino Unido). Finalmente, se depositaron sobre la
siembra los discos que contienen cefotaxima y ceftazidima combinados con acido clavulanico

y/o cloxacilina y se incubaron posteriormente a 35°C (+1°C). El 4cido clavulédnico y la cloxacilina

20



son inhibidores de BLEE y AmpC, respectivamente, por lo que permiten determinar el tipo de
resistencia (BLEE y/o AmpC). Transcurridas las 18 horas (+2 horas) de incubacion del cultivo, se
determind la formacidn de un halo de inhibicidn y se procedié a la medicion del diametro.

Para medir el diametro de los halos de inhibicién se tomdé como limite la primera colonia
mas cercana al disco con los antibidticos. Para la interpretacién de los resultados, se siguié las
instrucciones del fabricante del kit. Asi, para determinar si una cepa es productora de B-
lactamasas frente a C3G, debe haber una diferencia > 5 mm entre el halo de inhibicién causado
por el antibidtico, ya sea cefotaxima (CTX) o ceftazidima (CAZ), junto con acido clavuldnico (C) o
cloxacilina (CX) y el antibidtico con ambos componentes (CTXCC / CAZCC). En funcion de si el
halo de menor tamafio es el que contiene el 4cido clavuldnico (CTX + C /CAZ +C) o con cloxacilina
(CTXCX / CAZCX), la resistencia puede ser del tipo BLEE o AmpC. Si el halo de menor tamafio
corresponde al antibidtico que lleva CX, la resistencia sera de tipo BLEE, ya que éste compuesto
inhibe la accidn de las enzimas AmpC. Sin embargo, si el halo reducido es el del disco con C, la

resistencia serd del tipo AmpC, porque el Cinhibe la accion de las enzimas BLEE.

3.3. Analisis estadistico

Se estimé la prevalencia de resistencia a C3G y su correspondiente intervalo de confianza
del 95% (95% IC). La comparacién de la prevalencia de las resistencias en los dos periodos
estudiados se evalué mediante el test exacto de Fisher. Todos los analisis se realizaron utilizando

el programa MedCalc v. 18.10 (MedCalc, Ostend, Bélgica).

3.4. Electroforesis en campo pulsado

Para determinar la relacién filogenética de las cepas productoras de BLEE y AmpC, se
utilizé la técnica de electroforesis en campo pulsado (PFGE, de sus siglas en inglés Pulsed-Field
Gel Electrophoresis), la cual ha sido previamente utilizada para aislados de Salmonella [61] y que
ha sido optimizada en nuestro laboratorio [2]. Se eligié esta técnica porque se considera la
técnica de referencia para la tipificacion genotipica de Salmonella. Para ello, se purificé el ADN
de las cepas de Salmonella y posteriormente se digirid con la enzima de restriccidon Xbal. Los
productos resultantes de la digestién se separaron en un gel de agarosa el cual fue sometido a
electroforesis de campo pulsado bajo las condiciones previamente descritas [2]. Como marcador
de tamafo molecular se utilizé una cepa S. Braenderup. Para el analisis de los patrones de
bandas observados se utilizo el software BIONUMERICS (version 6; Applied Maths, Sint-Martens-
Latem, Bélgica). El andlisis lo realizé Alberto Cebollada-Solanas de la Universidad de

Biocomputacion, Instituto Aragonés de Ciencias de la Salud (CIBA, Zaragoza).
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3.5. Caracterizacion genética de las cepas productoras de BLEE y AmpC

La caracterizacidn genética de las cepas de Salmonella productoras de BLEE/AmpC del
muestreo de 2008-2009 se evalud mediante la técnica de PCR multiplex para la deteccion de los
genes blarem, blacrx-m, blacvy, blacwy y blasyy, siguiendo las condiciones descritas en Dallenne et
al. (2010). Para identificar variantes genéticas se utilizé la secuenciacién de Sanger y el analisis
de secuencias. En el caso de las cepas de Salmonella productoras de BLEE/ AmpC aisladas en
2018, se realizé un analisis de Secuenciacion Completa del Genoma. Ambos analisis se realizaron
en el laboratorio del Dr. Bruno Gonzalez-Zorn (Centro de Vigilancia Sanitaria Veterinaria -

VISAVET-, Facultad de Veterinaria, Universidad Complutense de Madrid).
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4. RESULTADOS
4.1. Prevalencia de cepas de Salmonella productoras de BLEE y AmpC

De los aislados de Salmonella del periodo 2008-2009 analizados, solo el aislado 464,
correspondiente al serotipo S. Bredeney, mostrd resistencia mediante producciéon de AmpC
segun el kit de difusién en disco utilizado (Figura 4).

Respecto al afio 2018, se seleccionaron 6 aislados (3, 101, 102, 103, 106 y 107) que habian
mostrado resistencia a ceftazidima y cefotaxima tras el screening previo realizado en el CITA. En
los 6 aislados se observaron diferencias entre CTXCC y CTXCX y entre CAZCC y CAZCX superiores
a 5 mm indicando la produccién de BLEEs. La figura 4 muestra los resultados obtenidos con el

aislado 106.

Figura 4. Crecimiento de las cepas 464 (A), aislada en 2008-2009, y 106 (B), aislada
en 2018, en medio sélido MH en presencia de diferentes antibidticos. Los diametros
de los halos de inhibicion resultantes (en mm) resultantes fueron determinados
mediante el test ROSCO. En el panel A, una diferencia de 6 y 9 mm (>5 mm) entre
los halos de inhibicidon de los discos CAZCC y CTXCC en relacion a los discos CAZ+C y
CTX+C, respectivamente, indica la produccién de B-lactamasas del tipo AmpC. En el
panel B, Un halo superior a 5 mm entre los halos de inhibicién de los discos CTXCC y
CAZCC en relacion a los discos CTXCX y CAZCX (20 y 7 mm, respectivamente), indica
la produccidn de B-lactamasas del tipo BLEE.

CTXCX: cefotaxima con cloxacilina; CTX+C: cefotaxima con acido clavulanico. CTXCC:
cefotaxima con cloxacilina y acido clavulanico. CAZCX: ceftazidima con cloxacilina. CAZ+C:
ceftazidima con acido clavulanico. CAZCC: ceftazidima con cloxacilina y acido clavulanico.
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Las prevalencias de Salmonella resistentes a C3G tanto a nivel individual como de rebafio
en las dos colecciones de aislados analizadas se exponen en la tabla 4. Observandose una
prevalencia de 0,37% (IC del 95%: 0,07-2,1) y de 10,2% (IC del 95%: 4,7-20,5) en la coleccion del
2008-2009 y 2018, respectivamente. Siendo la prevalencia del 2018 significativamente mayor
gue la obtenida en 2008-2009 (Tabla 4).

Sin embargo, los 6 aislados resistentes del 2018 procedian de sélo dos rebafios de cerdos
diferentes, ya que cinco de ellos (101, 102, 103, 106 y 107) pertenecian a la misma explotacidn,
asi que surgid la sospecha de si podrian pertenecer al mismo linaje genético. Para determinar
esto fueron analizados por PFGE. Ciertamente, los analisis indicaron que probablemente se
trataba del mismo clon, como revela la coincidencia del patrén de bandas en los aislados 101,
102, 103, 106 y 107 (Figura 5). Por lo tanto, en realidad, sélo se detectaron dos cepas de
Salmonella diferentes resistentes a C3G en 2018 y asi la prevalencia resulta en 3,64% (IC del
95%: 1-12,3). De estos aislados, el 103 fue serotipado, y resultd ser la variante monofasica del
serotipo Typhimurium (S. 4,12:i:-). El aislado 3, perteneciente a la otra explotaciéon, pertenecid
al serotipo Rissen (6,7:f,g:-).

Calculando la prevalencia por rebaios, en el 2018 se detectaron 2 rebanos con presencia
de cepas de Salmonella resistentes a C3G (11,76%; 1C95%: 3,3-34,3). La prevalencia por rebafos
del periodo 2008-2009 (un rebafio con resistencia a C3G) fue ligeramente inferior a la del 2018

(1,33%; 1C95%: 0,2-7,1); (p=0,0866) (Tabla 4).

Tabla 4. Prevalencia individual y por rebafio de aislados de Salmonella resistentes a cefalosporinas de
tercera generacion estimada mediante Fisher Exact Test.

Aislados Rebaiios
Periodo Ne de Ne de.a!islados N2 de Ne de'a'islados
analizados BL::;:::::?(%) P analizados BL::;::SZ a(%) p
P08 270 1(0,37) 0,0002 75 1(1,33)
2018 > 6(10,17) 17 2(11,76) o8
55 2 (3,64) 0,0799* ’

p: significacidén (test exacto de Fisher). BLEE: betalactamasas de espectro extendido. *significacion obtenida tras
eliminar a aislados por pertenecer al mismo clon.
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Figura 5. Determinacion de la relacién
filogenética mediante la técnica PFGE de los
aislados 101, 102, 103, 106 vy 107,
procedentes de la misma explotacidn. Los
aislados estan indicados en la parte superior
del gel. El patron de bandas estandar (S.
Braenderup) esta indicado como MC,
utilizado como marcador de tamafio
molecular. Se observa en todas las cepas el
mismo patron de 18 bandas, confirmandose
asi, que pertenecen al mismo clon.

4.2. Caracterizacion genética de las cepas productoras de BLEE y AmpC

La produccidon de AmpC en la Unica cepa de Salmonella resistente a C3G aislada en el
periodo 2008-2009 se asoci6 con la presencia del gen blacuyy-».

De las dos cepas de Salmonella resistentes a C3G del periodo 2018 se analizd el aislado 3
mediante secuenciacion genética completa. Se identificd el gen blarem-1» como el posible
responsable de la produccién de esta resistencia. Ademas, analisis bioinformaticos identificaron
otros genes de resistencia frente a aminoglucdsidos (ant(3”)-la y aadA2), fenicoles (cmlAl y

floR2), trimetoprima (dfrA1), sulfonamidas (sul1) y tetraciclinas (tetA4).
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5. DISCUSION

La prevalencia de resistencia individual a C3G del 2008-2009 fue “muy baja (<1%)”, segln
los criterios de la EFSA [30] y se situa por debajo de la media europea (2,3%), aunque dentro del
rango observado en Europa en el mismo periodo (0-3,8%) [63]. Esta baja prevalencia se podria
explicar por la reciente introduccion de estos antibidticos en el sector veterinario (ceftiofur) y
por la administracion via parenteral (intramuscular o subcutanea), que permitia aplicar
tratamientos individuales y puntuales, a diferencia de los tratamientos realizados via oral a
través del pienso o agua, que afectan a todos los individuos del rebafio (sanos y enfermos).
Ademas, el uso de esta familia de antibidticos en animales de produccién durante los afios 2010-
2016 en Espafia era mucho menor (0,35mg/PCU) que la cantidad administrada de otras familias

como la de las fluoroquinolonas (10mg/PCU) o las tetraciclinas (100mg/PCU) (Figura 6).

2016 |

20156

2014

2013

2012

2011

2010

0,00 50,00 100,00 150,00
2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016

[l Cefalosporinas* 0,78 0,35 0,31 0,34 0,39 0,37 0,35
[l Fluoroquinolonas 9,53 9,79 10,86 9,88 10,84 9,73 9,29
O Macrélidos 18,85 19,28 22,03 21,01 25,55 23,71 17,52
[ Polimixinas 33,02 33,48 29,38 21,46 36,10 34,91 22,02
O Penicilinas 43,55 67,08 70,54 71,82 90,68 92,65 92,40
[ Tetraciclinas 99,64 125,04 111,18 126,68 147,38 134,89 117,49

Figura 6. Consumo en mg/PCU de las diferentes familias de antibidticos mas utilizados en veterinaria en
Espaia desde el 2010 al 2016 [43]. *Incluye las cefalosporinas de primera, segunda, tercera y cuarta generacion.
PCU: Population Correction Unit.

Si comparamos la prevalencia del 2008-2009 con la de diez aifios después, observamos
queladel 2018 (10,17%) es significativamente mayor (p=0,00079). Sin embargo, de los 6 aislados
positivos, 5 procedian de la misma granja y todos ellos resultaron ser el mismo clon acorde con
los ensayos de PFGE. Por tanto, la prevalencia real fue al menos de 3,64% (ya que no se analizé

filogenéticamente el resto de aislamientos), clasificAndose como “baja resistencia (1-10%)”
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segln la EFSA [30]. Aun asi, esta seguia siendo algo superior a la del periodo 2008-2009
(p=0,079). La prevalencia de rebafios con cepas de Salmonella resistentes a C3G fue, asi mismo,
algo mayor en 2018 que en el periodo 2008-2009 (11,76% vs. 1,33%; p=0,086), sugiriendo una
tendencia creciente, aunque igualmente no fue significativa, posiblemente por el escaso nimero
de rebafios incluidos en la comparacion. A pesar de que la diferencia entre las prevalencias de
los dos periodos no sea significativa los datos son acorde con lo descrito en el resto de Espafia,
donde se observa una tendencia al incremento de resistencias [43], asi como en otros paises
europeos como Alemania, donde se observd una tendencia creciente muy significativa de
resistencia a C3G en cepas de Salmonella aisladas de carne de cerdo [26].

El analisis realizado sobre las cepas de 2018 reveld que poseian patrones de
multirresistencia a antibidticos, apoyando la posible relacién entre el mantenimiento de la
resistencia a las C3G en animales con la presidn co-selectiva por el uso excesivo de antibidticos
no betalactamicos [19].

El aislado 464 presenté resistencia mediante la produccion de enzimas AmpC,
aparentemente codificada por el gen blacvy.2, betalactamasa mas prevalente entre las
cefalosporinas y mas distribuida [4]. Este gen se detectd por primera vez en Espafia en 1999 [54]
y, aunque se suele asociar a elementos genéticos méviles [63], apenas se ha encontrado en
enterobacterias de porcino en Espafia. De hecho, es la primera vez que este gen es detectado
en aislados S. Bredeney de porcino, mientras que ya se habia detectado anteriormente en
aislados S. Bredeney de la especie humana [22], y por tanto podrian difundirse mediante
transmisién zoonética a humanos de este tipo de genes de resistencia a C3G.

Los aislados resistentes a las C3G del 2018 pertenecian a serotipos frecuentes en porcino
(S. Rissen y variante monofdsica de S. Typhimurium). Ambas mostraron una resistencia por
produccion de enzimas BLEE, difiriendo con el mecanismo de resistencia del aislado 464 en el
periodo 2008-2009. El aislado 3 contuvo el gen blarem-15, que se asocia en mayor medida a la
resistencia frente a la ampicilina que a la produccidn de BLEE y generalmente estd vinculado a
un plasmido transferible [38]. Estudios previos han mostrado que la sobreexpresion de este gen
podria estar detras de la produccion de BLEE en este aislado [23; 45]. El serotipo S. Rissen se
considera emergente en cerdos y carne de cerdo y sigue causando brotes espordadicos en
humanos [12], por lo que podria actuar como transmisor zoonético de este gen. Este aislado
contuvo otros genes de resistencia, entre los cuales cabe destacar el gen tetA4, que confiere
resistencia frente a la tigeciclina, un derivado de las tetraciclinas que dio lugar a una nueva clase
de antibidticos, las glicilciclinas, utilizadas como tratamiento de ultimo recurso frente a

salmonelas multirresistentes productoras de BLEE [13].
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Respecto a la variante monofasica de S. Typhimurium, no se pudo realizar su
caracterizacién genética, pero se detectd una propagacion clonal de resistencia a C3G dentro de
un rebafio. En los ultimos afios la variante monofasica de S. Typhimurium se ha posicionado
como uno de los serotipos mas frecuentes en cerdos de cebo [8] y una causa emergente de
salmonelosis humana [26]. Este serotipo suele estar asociado a altos niveles de RA. Al igual que
para S. Rissen, este serotipo mostré resistencia a C3G y también a la ampicilina, cloranfenicol,
gentamicina, sulfametoxazol, tetraciclina y tigeciclina. Considerando que este serotipo es uno
de los principales asociados a las infecciones humanas, seria aconsejable la vigilancia de las
resistencias en este serotipo comenzando por la determinacidn de los genes responsables de la

produccidn de BLEEs del aislado.
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6. CONCLUSIONES

De este estudio se han obtenido las siguientes conclusiones:

1.

Las prevalencias de las resistencias a C3G observadas en ambos periodos son bajas,
aungue mayor en las cepas aisladas en el 2018, lo cual sugiere que la resistencia contra
estos antibidticos se ha incrementado con el tiempo.

Las cepas multirresistentes producian diferentes B-lactamasas, AmpCy BLEE en aislados
de 2008-2009 y 2018, respectivamente, lo que sugeriria un origen variable de
resistencias a C3G.

La mayoria de los aislados con produccién de B-lactamasas mostraron un patréon de
multirresistencia a antibidticos.

La presencia de genes de resistencia en serotipos con potencial zoonético como S.
Bredeney y la variante monofasica de S. Typhimurium podria suponer un riesgo de

dispersién interespecifica de dichos genes.

6. CONCLUSIONS

The conclusions obtained from this study are the following:

1.

The prevalence of C3G are low in strains isolates in 2008-2009 and 2018, but there is an
increase in strains isolated in 2018.

This study identified the production of different B-lactamases, AmpC and ESBL in strains
isolated in 2008-2009 and 2018, respectively, suggesting the variable origin of the C3G
resistance.

B-lactamic resistance isolates showed an antibiotic multiresistance pattern.

The presence of resistance genes in serotypes with zoonotic potential such as S. Rissen
and the monophasic variant of S. Typhimurium implies a risk of interspecific dispersion

of these genes.
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