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Abstract

Before the outbreak of the pandemic Covid-19, one of the greatest threats to
medicine in the 21% century was and continues to be the antimicrobial resistances
(AMR). In order to address this problem with a global perspective and taking into
account the strategic lines proposed by the Spanish National Antibiotic Resistance Plan
(PRAN), the general objective of this work has been to approach the surveillance,
prevention, diagnosis and treatment of resistance to antibiotics, with special emphasis

on the extended spectrum B-lactamase-producing Enterobacteriaceae (ESBL).

The first objective focused on the surveillance of the resistances in different
environments. In Chapter 1 it was reported the isolation and characterization of priority
pathogens according to the WHO list from rivers, wastewater treatment plants
(WWTPs) and collectors in northern Spain and southern France (POCTEFA area). The
results showed that 100% of the WWTPs and collectors and 96.4% of the rivers carried
resistant bacteria against at least one of the following antibiotic families: p-lactams,
carbapenems, vancomycin and colistin. More than a half of the 55 isolated strains come
from wastewater environments and multidrug resistances (MDR) were observed in
96.4% of them, with penicillin/cephalosporin resistance being the most widespread. In
agreement with that, in Chapter 2 we performed the phylogenetic characterization of
ESBL-producing E. coli strains, isolated from animal, environmental and human
environment in the present and previous studies. Important clonal complexes (23CC,
10CC, 131CC and 38CC) related to the spread of p-lactam antibiotic resistance genes
were found, but none of them was present in all sources. However, wastewater
environments housed these 4 CCs and showed identical profiles to strains isolated from
other environments, showing the importance that water acquire in the dissemination of

these resistances.
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Abstract

The second objective addressed the study of the diffusion of resistance among
the different ecosystems. Therefore, in Chapter 3 the characterization of integrons and
insertion sequences was carried out. Results showed the wide presence and
dissemination of intll (92%), 1S26 (99.4%) as well as the genetic pattern 1S26-1SEcpl
(related with the pathogenic clone 131CC) that was present in 22% of the strains. The
coexistence of various types of integrons and insertion sequences suggests a possible
risk of spread of resistance between different environments. Meanwhile, in Chapter 4 it
was analysed the genetic profiles associated with virulence factors, as well as the
conjugative capacity presented by these E. coli strains. Virulence genes fimA, papC, and
aer were detected in all environments, papG Il was mainly associated with clinical
strains, and wastewater was a point of diffusion for cnfl and hlyA genes. In addition,
isolated strains from aquatic environments showed a significantly higher conjugation
frequency than those coming from farms and food, pointing one more time the
importance that the aquatic environment acquires for the exchange of genes and
resistance to antibiotics.

The third objective consisted of evaluating a proposal for the prevention of
AMR in animal environment. Thus, in Chapter 5 it was assessed the antimicrobial
activity of silver nanomaterials to be added in feed as an alternative to the use of
antibiotics in animal production. The results showed that C3 product has antimicrobial
activity against a wide spectrum of bacteria (including sensitive and resistant ones),
with a higher bactericidal activity against Gram negative bacteria (lower concentration
needed and faster reduction of viable microorganisms than in the case of S. aureus).

Finally, in the fourth objective, diagnostic and treatment alternatives for

infections caused by ESBL-producing Enterobacteriaceae were addressed. In Chapter 6

a cefotaxime hydrolysis protocol has been defined that allows rapid detection of ESBL-
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Abstract

producing strains (CTX-M1 type) by using the VITEK®-MS RUO (bioMeérieux).
Secondly, in Chapter 7 two treatment alternatives have been tested; on the one hand,
the activity of two antimicrobial peptides derived from lactoferricin (P4-1 and P2-15)
was evaluated against ESBL-producing E. coli. Despite subinhibitory concentrations of
both peptides in the presence of 1 pg/ml of clavulanic acid managed to reduce the MIC
of the antibiotic, none of them achieved sensitization to amoxicillin. On the other hand,
the antibacterial activity of the metabolites produced by 3 lactic acid bacteria (C1, Al
and C34) of animal origin was studied, confirming that they were capable of inhibiting
the growth of ESBL-producing E. coli, being L. plantarum C1 the most active one,
showing a genetic cluster compatible with the plantaricin-type bacteriocin.

The data obtained in this Doctoral Thesis have shown that it is necessary to carry
out a more effective control of the presence of MDR bacteria in the aquatic
environment, implementing surveillance of relevant clonal complexes that act as
markers for the presence of resistant bacteria as well as more effective wastewater
treatment programs to stop the dispersion. In relation to the animal environment, a
silver nanomaterial was positively evaluated as possible feed additive to replace or
reduce the use of antibiotics in animal production. Finally, with regard to human
health, a rapid diagnostic protocol for the detection of blactx-m1-producing
Enterobacteriaceae was developed using the VITEK®-MS RUO equipment. In
addition, the antimicrobial activity of the three tested LAB was confirmed, but further

studies are necessary before considering their possible therapeutic application.
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1. La problematica de la resistencia a los antibioticos

La penicilina fue el primer antibiotico descubierto por Alexander Fleming en
1928, un hecho que se constituy6 como uno de los hallazgos mas extraordinarios del
siglo XX, revolucionando la medicina y cambiando asi el tratamiento de las
enfermedades infecciosas (Vrancianu et al., 2020). A partir de este momento, se inicio
la “era de los antibidticos” con el descubrimiento de una gran variedad de familias de
dichos compuestos (aminoglucdsidos, macrélidos, tetracilinas, etc.) (Torres, 2012; Tang
et al.,, 2014). Pero rapidamente comenzaron a detectarse las primeras cepas de
Staphylococcus resistentes a penicilina, dando lugar a una evolucién hacia la resistencia
a los antimicrobianos (Brooks and Brooks, 2014). Aunque la industria farmacéutica fue
modificando estructuralmente las distintas moléculas antibidticas para intentar evadir
los diferentes mecanismos de resistencia generados por las bacterias, éstas conseguian

desarrollar nuevos mecanismos tal como se muestra en la Figura I.1.

Fecha de descubrimientoy de resistencia

@ Fecha descubrimiento Ceftazidima/avibactam
® Fecha resistencia Cefixima H 0

Linezolid
Gentamicina

Carbapenems
Meticilina
Vancomicina
Tetraciclina
Estreptomicina
Penicilina

1930 1940 1950 1960 1970 1980 1990 2000 2010 2015

Figura 1.1. Diagrama que muestra el tiempo transcurrido entre el descubrimiento de un nuevo
antibidtico y la aparicion de resistencias al mismo. Adaptado de Brooks and Brooks (2014) y
CDC (2019).
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Aunque son muchos los factores que favorecen la seleccion y diseminacion de la
resistencia a los antibioticos, el uso inapropiado e indiscriminado de los mismos en
medicina, veterinaria y ganaderia es uno de los principales factores que han contribuido
a este fenomeno (Finch and Hunter, 2006; Radhouani et al., 2014). Los
microorganismos han sabido adaptarse a estas circunstancias adversas a través de las
resistencias, con lo que han conseguido aumentar la supervivencia de los patégenos en
multiples entornos y limitando asi las distintas opciones de tratamiento para las
enfermedades infecciosas (Sultan et al., 2018). Este dramatico aumento en la incidencia
de patdgenos resistentes a los antibidticos es un hecho que afecta a toda la poblacién
mundial, perjudicando a diferentes entornos como la salud humana y animal, la
agricultura y el medioambiente. Por ello, hoy en dia constituye uno de los mayores
problemas de Salud Publica (WHO, 2014), considerandose como una de las mayores
amenazas a las que se enfrenta la medicina moderna en el siglo XXI. Las infecciones
causadas por bacterias resistentes reducen draméaticamente sus posibilidades de ser
tratadas, lo que conlleva a un aumento en la morbilidad, mortalidad, complicaciones
severas e incremento del tiempo de ingreso hospitalario, generando asi un elevado coste
econdmico en Salud Pablica (Founou et al., 2017). Solo en la Union Europea se estima
un gasto de 1.500 millones de euros anuales, que extrapolado a cifras nacionales
representa un coste de alrededor de 150 millones de euros anuales (ECDC/EMEA,
2009). De la misma forma, se especula que las muertes humanas causadas por
microorganismos resistentes podrian aumentar aproximadamente de las 700.000 por afio
que ocurren actualmente a 10 millones para el afio 2050, si no se pone una solucion a
esta problemética (O’ Neill, 2014; WHO, 2014). En definitiva, en menos de 100 afios se
podria pasar de una “era de los antibidticos”, a una “era post-antibiotica”, lo que

muchos expertos vaticinan como la gran pandemia del siglo XXI.
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2. Consumo de antibidticos en Europa

Existen grandes diferencias en las tasas de consumo de antibidticos destinados a
salud humana entre los distintos paises europeos, pero un estudio del European Centre
for Disesase Prevention and Control (ECDC) realizado en el afio 2012, estimé que en
un dia cualquiera, en torno al 30% de los pacientes ingresados en los hospitales
europeos recibia al menos un antibidtico (ECDC, 2012). Ademas, este estudio mostro
que Espafia se encuentra por encima de la media europea, con unas cifras estimadas del
46%, lo que nos sitla en quinta posicién en cuanto al consumo de antibidticos en
Europa a nivel hospitalario. Gracias a las iniciativas que veremos posteriormente, los
datos mas recientes nos indican que se ha producido un descenso muy significativo en
el consumo total de antibidticos de dosis diarias definidas por mil habitantes y dia
(DHD), mostrandose una bajada del 11,8% entre los afios 2015 y 2019 (PRAN, 2020).
Asi, la media espafiola de consumo total en esta area ha pasado de las 28,1 DHD de
2015 a las 24,9 DHD registradas en 2019. Sin embargo, todavia sigue siendo uno de los
paises que mas antibidticos consume a nivel hospitalario, tal como se muestra en la

Figura 1.2 (ECDC, 2020).
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Netherlands
Austria
Estonia

Sweden
Germany
Slovenia
Latvia
Finland
Hungary
Lithuania
Denmark
Norway
United Kingdom (b)
Czechia (a)
Croatia
Portugal
EU/EEA
Slovakia
Malta
Bulgaria
Iceland
Luxembourg
Italy
Belgium
Ireland
Poland
Spain
France
Romania
Cyprus (a)
Greece

u Penicillins

m Cephalosporins and other beta-lactams

m Tetracyclines

m Macrolides, lincosamides and streptogramins
= Quinolones

u Sulfonamides and trimethoprim

m Other antibacterials

B Other groups

5 10 15 20 25 30 35

o

Figura 1.2. Consumo de antibidticos (expresado como DHD) a nivel hospitalario en los
distintos paises de Europa en el afio 2019 (ECDC, 2020).

Los datos de consumo de antibidticos en ganaderia proporcionados por la

Agencia Europea del Medicamento (EMA) también mostraron una gran diferencia en

las ventas de estos productos entre los distintos paises de Europa en el afio 2018 (Figura
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1.3), con un rango que oscila de 2,9 a 466,3 mg/PCU (mg de ingrediente activo vendidos
por Unidad de Correlacion Poblacional), siendo Espafia el tercer pais de la UE donde
mas antibioticos se emplearon en la cria de ganado (219,2 mg/PCU, respecto a la media
europea de 107 mg/PCU) (EMA, 2020). Afortunadamente, el ultimo informe
proporcionado por el Plan Nacional de Resistencia a Antibidticos (PRAN) muestra una

reduccion de un 13,6% en las ventas de antibioticos en este sector en Espafia (PRAN,

2020).
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Figura 1.3. Consumo de antibiéticos en ganaderia (expresado como mg/PCU), en los distintos
paises de Europa en el afio 2018 (EMA, 2020).

El anélisis global del consumo de antibidticos y de resistencias bacterianas,
demuestra la existencia de correlaciones positivas entre el consumo de los mismos y los
porcentajes de resistencia, tal como indican los datos aportados por los informes
JIACRA (ECDC/EFSA/EMA, 2015, 2017). De esta manera, se estima que una

reduccion en el consumo tendria una mayor repercusion en la reduccion de resistencias.
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3. Resistencias antibioticas prevalentes y preocupantes

A principios del 2017, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) emitié por
primera vez en su historia la lista de “bacterias prioritarias” resistentes a los antibidticos,
clasificadas en grupos de prioridad critica, elevada y media segun la urgencia con la que
se necesitan los nuevos antibidticos (WHO, 2017a). Esta lista incluye los 12 patdégenos
que representan la mayor amenaza hoy en dia para la salud humana, con el objetivo de
llevar a cabo una investigacién y desarrollo de nuevos antibi6ticos para el tratamiento
de infecciones causadas por dichas bacterias.

A finales del siglo XX, los principales problemas de resistencias estaban
causados por bacterias Gram positivas como S. aureus resistente a meticilina y
Enterococcus spp. resistente a glucopéptidos. Aunque hoy en dia persisten estas
resistencias, la lista publicada por la OMS advirtié sobre la aparicién de patdgenos
Gram negativos resistentes a multiples medicamentos (Shrivastava et al., 2018), capaces
de acumular resistencia a todos (pan-resistencia, PDR) 0 a casi todos los antibioticos
disponibles (resistencia extensa o XDR). Por ello, hay una urgente necesidad de
desarrollar nuevos farmacos y establecer soluciones eficaces frente a estos patdgenos.
En el grupo de prioridad critica se incluye la resistencia a los carbapenems generada por
Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa Yy enterobacterias, asi como
enterobacterias productoras de [-lactamasas, resistentes a la 3* generacion de
cefalosporinas. Entre los patogenos de prioridad elevada encontramos Enterococcus
faecium resistente a la vancomicina y Staphylococcus aureus resistente a la meticilina,
con sensibilidad intermedia y resistencia a la vancomicina. El acronimo ESKAPE une
los nombres de patdgenos que son altamente resistentes a la mayoria de los antibioticos

y causan la mayoria de las infecciones hospitalarias en todo el mundo (Enterococcus
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faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii,
Pseudomonas aeruginosa y Enterobacter cloacae) (Navidinia, 2016).

En el afio 2010, el porcentaje de bacterias de A. baumannii resistentes a los
carbapenems en los hospitales espafioles supero el 80% (Hernandez Torres et al., 2010).
Asimismo, este estudio mostrd que el 94% de las cepas de A. baumannii aisladas de
pacientes en nuestro pais son multirresistentes (MDR) y el 2% son PDR. En la Figura
1.4 se muestra el porcentaje de cepas de A. baumanii resistente a carbapenems aisladas
en 2019 en Europa (ECDC, 2019), en donde se puede observar como Espafia tiene una
prevalencia entre un 50-75 %, superior a la observada en paises del centro y norte de

Europa.
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Figura 1.4. Porcentajes de aislamiento de A. baumanii resistente a carbapenems en 2019 en
Europa (ECDC, 2019).

De la misma manera, el aislamiento de cepas de P. aeruginosa resistentes a uno
0 varios antibidticos es comun en Europa. La mayor parte de los paises informan de
porcentajes de resistencia elevados en todos los grupos de antibidticos que se
encuentran bajo vigilancia, siendo especialmente preocupante el aumento de resistencia

a carbapenems (Figura 1.5).
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Figura 1.5. Porcentajes de aislamiento de P. aeruginosa resistente a carbapenems en 2019 en
Europa (ECDC, 2019).

En los Gltimos afios se ha observado que entre las nuevas bacterias resistentes
destacan muchos miembros de la familia Enterobacteriaceae (Mulani et al., 2019),
especialmente en E. coli, K. pneumoniae y Salmonella spp, detectandose un aumento en
la adquisicion de genes que les confieren resistencia frente a carbapenems y
cefalosporinas de nueva generaciéon (Garcia-Migura et al., 2014). Segun los datos del
ECDC, mas de la mitad de los aislamientos de E. coli en 2019 fueron resistentes al
menos a una clase de los antibidticos que se encuentran bajo vigilancia y también fue
frecuente la resistencia combinada a varios grupos de antimicrobianos (ECDC, 2019).
Asi pues, tal como se puede observar en la Figura 1.6, el porcentaje de cepas de E. coli
productoras de P-lactamasas de espectro extendido (BLEE) con resistencia a las
cefalosporinas de tercera generacion, aumentd significativamente en Europa desde el

afio 2002 al 2019.
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Figura 1.6. Porcentajes de aislamiento de E. coli resistente a cefalosporinas de tercera
generacion en Europa (ECDC, 2019). A) Afio 2002; B) Afio 2019
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Los tratamientos de eleccion para cepas productoras de BLEE generalmente se
basan en el empleo de carbapenems, pero existen cepas resistentes a estos antibioticos
debido a la produccion de carbapenemasas del tipo KPC. En estos casos de bacteriemia
derivada de cepas productoras de BLEE y carbapenemasas, se recurre al empleo de una
polimixina, la colistina (Mensa, 2014). No obstante, el incremento en el uso de este
antibiotico en produccion porcina, ha dado lugar a un aumento en la resistencia de las
enterobacterias al mismo (Rhouma et al., 2016). Actualmente se conoce un mecanismo
genético por el cual el gen mcr-1 confiere resistencia a colistina, siendo el primer
mecanismo conocido de transmision relacionada con un plasmido (McGann et al.,
2016).

Como hemos sefialado anteriormente, en la ultima década también han
empezado a incrementarse las resistencias entre bacterias Gram positivas, como
Enterococcus faecium resistentes a glucopéptidos y Staphylococcus aureus resistente a
meticilina (MRSA). De hecho, un hallazgo de especial preocupacién ha sido el aumento
en el porcentaje de cepas de E. faecium resistentes a vancomicina en la UE, del 10,5%

en 2015 al 18,3% en 2019 (Figura 1.7).

R - resistant isolates, percentage (%)

No data

Figura 1.7. Porcentajes de aislamiento de E. faecium resistente a vancomicina (VRE) en 2019
en Europa (ECDC, 2019).
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La proliferacion de cepas de S. aureus resistentes a meticilina (MRSA) ha sido
responsable del tipo de infeccion nosocomial mas frecuente en todo el mundo
(Stryjewski and Corey, 2014). La incidencia de aislamientos de MRSA en los paises de
Europa presenta una gran variabilidad, con porcentajes que oscilan entre <1% y 50%
(Figura 1.8). Aunque en general se observé una disminucion en el porcentaje de aislados
resistentes en el afio 2019, sigue siendo un patdgeno importante en la UE, con niveles
aun altos en varios paises y con resistencia combinada a otro grupo de antimicrobianos
como los glucopéptidos. De hecho, la aparicidn de cepas de S. aureus que combinan el
fenotipo MRSA con resistencia a vancomicina (VRSA) se produjo desde hace ya
tiempo (Chang, 2003). Afortunadamente, la daptomicina es el antibiético de eleccién
para estas cepas, siendo la incidencia de bacterias resistentes a este antibidtico todavia

muy baja (Baltz et al., 2005).

R - resistant isolates, percentage (%)

Figura 1.8. Porcentaje de aislamiento de S. aureus resistente a meticilina (MRSA) en 2019 en
Europa (ECDC, 2019).

4. Mecanismos de resistencia a antibioticos mas extendidos

Como hemos visto con anterioridad, los microorganismos tienen la capacidad de
desarrollar distintos mecanismos de resistencia a los antimicrobianos, que se diferencian
segun su base genética. La resistencia cromosdmica o natural es intrinseca de algunos
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géneros bacterianos, como es el caso de P. aeruginosa resistente a cefalosporinas de 12
y 22 generacion, tetraciclinas, o macrolidos (Saiman, 2007), mientras que la resistencia
adquirida se debe a la aparicion de mutaciones o intercambio de elementos genéticos,
como integrones, transposones o secuencias de insercion (Rodriguez-Martinez et al.,
2006).
En general, los mecanismos de resistencia se pueden dividir en cuatro tipos
principales (Figura 1.9) (Brooks and Brooks, 2014; Sultan et al., 2018):
1) Baja permeabilidad o impermeabilidad de la envoltura celular al antibiotico,
que suele darse por mutaciones en las porinas.
2) Expresion de bombas de expulsion activa que eliminan el antibiético al
exterior.
3) Produccion de enzimas que inactivan los antibidticos por hidrélisis o
modificacion de éstos, como por ejemplo las B-lactamasas.
4) Alteracion y modificacion de la diana antibiotica, disminuyendo la capacidad
de union al mismo, como por ejemplo la resistencia a glucopéptidos en E.

faecium VRE.

(i) Impermeabilidad de la

membrana externa (ii) Bombas de expulsién
[ ] RGN 2
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Figura 1.9. Principales mecanismos de resistencia empleados por las bacterias para neutralizar
la accidn de los antibidticos (Ferrer-Espada, 2016).
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De estos mecanismos, el mas extendido es la produccion de enzimas del tipo -
lactamasas, capaces de hidrolizar a los antibidticos B-lactdmicos. Estos constituyen el
grupo de antibioticos mas amplio y mas utilizado en el tratamiento de infecciones
causadas tanto en clinica humana como veterinaria. Su extensiva aplicacion se debe a la
excelente capacidad antibacteriana que tienen, asi como a la baja toxicidad que
presentan (Tang et al., 2014). Se caracterizan por poseer un anillo B-lactdmico que actla
como andlogo del sustrato de las PBP (penicillin binding protein), enzimas que
participan en la sintesis del peptidoglicano de la pared celular de las bacterias. La
similitud estructural del grupo amida del anillo B-lactamico con el dipéptido D-alanil-D-
alanina de la mureina, les permite unirse e inactivar estas enzimas (Fisher and
Mobashery, 2009; Suarez and Gudiol, 2009). Este anillo B-lactamico va unido
generalmente a un anillo secundario cuya naturaleza determina los diferentes tipos de
antibidticos que conforman esta familia. Asi, segin su estructura quimica estos
antibidticos se han clasificado en cuatro familias: penicilinas, cefalosporinas,
carbapenems y monobactams (Tabla 1.1).

Tabla 1.1. Principales antibioticos B-lactamicos empleados en clinica

Familia Antibidticos

Bajo espectro Bencilpenicilina, meticilina, oxacilina
Penicilinas Amplio espectro Amoxicilina, ampicilina, animopenicilina
Espectro extendido Piperacilina, mezlocilina, ticarcilina

12 Generacion Cefalexina, cefalotina, cefazolina
: 2° Generacion Cefoxitina, cefuroxima, cefotetan
Cefalosporinas iy : : - :
3° Generacion Ceftriaxona, cefotaxima, ceftazidima, cefpodoxima
4° Generacion Cefepima, cefpiroma
Carbapenems Imipenem, meropenem, ertapenem
Monobactams Aztreonam

Las enzimas B-lactamasas se localizan en el espacio periplasmico e hidrolizan
irreversiblemente el enlace amida de este anillo B-lactdmico, transformando el

antibiético en un compuesto inactivo. Su sintesis puede ser constitutiva (codificada a

41



Introduccién general

nivel cromosomico o plasmidico) o inducida por los propios antibioticos (Pratt, 2016).
Existen varios esquemas de clasificacion de B-lactamasas que se han ido actualizando a
lo largo del tiempo y la clasificacion mas reciente es la propuesta por Bush-Jacoby-
Medeiros (Bush and Jacoby, 2010) que se muestra en la Tabla 1.2. Esta, divide a las B-
lactamasas en cuatro grupos y en la que se combinan los criterios de funcionalidad de
clasificaciones anteriores con datos de codificacion y actividad enzimatica.

Tabla 1.2. Clasificacion de las B-lactamasas segun Bush y Jacoby (2010)

Grupo
funcional Caracteristicas
(Bush)
Cefalosporinasas cromosomicas y plasmidicas
Grupo 1 Resistentes a B-lactdmicos (excepto carbapenems)

No inhibidas por acido clavulanico
Engloba a las cefalosporinasas de tipo AmpC

Penicilinasas, cefalosporinasas, oxacilinasas y
Grupo 2 carbapenemasas
Codificacion plasmidica (mayoria)
Inhibidas por el &cido clavulanico
2a Penicilinasas
B-lactamasas de amplio espectro (BLEA)

2b U .
Penicilinasas y cefalosporinasas
[-lactamasas de espectro extendido (BLEE)
2be Inactivan cefalosporinas de 32 generacion y
monobactams
B-lactamasas de tipo IRT (Inhibidor resistente TEM)
2br Resistentes a inhibidores como &cido clavulanico y
sulbactam, pero no al tazobactam
2¢C B-lactamasas que hidrolizan carbenicilinas
B-lactamasas con accion frente a cloxacilinas
2d Inhibidas escasamente por acido clavulanico
Incluyen algunas BLEES tipo OXA
2e Cefalosporinasas que hidrolizan monobactams
2f Carbapenemasas con serina en su centro activo
Metalo-p-lactamasas (zinc en su sitio activo)
Inhibidas por agentes quelantes como el EDTA
Codificacion cromosdmica o plasmidica
Grupo 3 o g -
No inhibidas por &cido clavuléanico
Resistentes a carbapenems y B-lactdmicos
No hidrolizan monobactams
Penicilinasas de codificacion cromosomica
Grupo 4

No inhibidas por &cido clavul&nico
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Dentro del grupo 2 nos encontramos con las -lactamasas de espectro extendido

(BLEE) o extended-spectrum f-lactamases (ESBLs). Son enzimas de codificacion

plasmidica que suponen una gran amenaza debido a que son capaces de hidrolizar

penicilinas, cefalosporinas de 1?2, 22 32 y 42 generacion y monobactams. Ademas, son

inhibidas por inhibidores de PB-lactamasas como el &cido clavuldnico, sulbactam y

tazobactam, mientras que los carbapenems y las cefamicinas no son hidrolizados por las

mismas (Pratt, 2016). La denominacién BLEEs engloba en la actualidad a méas de 200

enzimas que se clasifican en diferentes tipos segln su secuencia de aminoacidos, siendo

las mas frecuentes las que se describen a continuacion:

a)

b)

TEM: confieren resistencia a ampicilina, penicilina y a cefalosporinas de 12
generacion y son las mas frecuentemente descritas en enterobacterias. Las
sustituciones de un solo aminoacido en distintas posiciones en la secuencia del
gen blarem-1 dan lugar a una gran variedad de fenotipos BLEEs. Este tipo de
enzimas se localizan generalmente en cepas de E. coli y K. pneumoniae y en
otros microorganismos como P. aeruginosa (Abdelrahman et al., 2021)

SHV: confieren resistencia a penicilinas y cefalosporinas de 12 generacién. En
un principio, las enzimas mas frecuentemente descritas fueron SHV-2 y SHV-5,
pero en la actualidad es SHV-12 la principalmente aislada en Europa (Paterson
and Bonomo, 2005).

CTX-M: Son enzimas que hidrolizan preferentemente la cefotaxima por lo que
se les llamaba cefotaximasas. Son activas frente a cefuroxima y cefepime y son
inhibidas por tazobactam mejor que por é&cido clavulanico o sulbactam
(Nordmann et al., 2012). Engloban mas de 70 enzimas que se clasifican
filogenéticamente en cinco grupos segun su secuencia de aminoacidos, con una

identidad superior al 94% dentro de cada grupo (Bonnet, 2004): grupo CTX-M1,

43



Introduccién general

que incluye CTX-M-1 y CTX-M-15 entre otros; grupo CTX-M2, grupo CTX-
M8; grupo CTX-M9, donde se incluye CTX-M-9 y CTX-M-14 entre otros y el
grupo CTX-M25.

d) OXA: Son BLEEs activas contra oxacilina, cloxacilina y bencilpenicilina y son
poco inhibidas por el acido clavulanico. La primera enzima descrita, OXA-1, se
localizo en E. coli aunque posteriormente se ha detectado en otras especies como

en P. aeruginosa y en A. baumannii (Barlow and Hall, 2002).

Ademas, en los ultimos afios han tomado relevancia las B-lactamasas del grupo
1, también denominadas [B-lactamasas AmpC, debido al incremento de bacterias
causantes de infecciones clinicas portadoras de estas enzimas. Son capaces de hidrolizar
cefalosporinas de 3% generacion, cefamicinas ¢ inhibidores de B-lactamasas; sin
embargo, no hidrolizan a los carbapenems (Seral et al., 2012). En la actualidad se han
descrito genes codificantes de estas enzimas en plasmidos y asociados a integrones. En
E. coli son enzimas de baja expresion, pero algunas mutaciones en genes reguladores
pueden dar lugar a una hiperexpresion de las mismas (Jacoby, 2009). Igualmente, la
preocupacion también es creciente en torno a las carbapenemasas, ya que los
carbapenems son una de las pocas alternativas antibi6ticas que se disponen en caso de
infecciones causadas por BLEEs (Thomson, 2010; Bou et al., 2014). Son enzimas de
codificacion plasmidica o cromosdmica e hidrolizan cefalosporinas de 32 generacion,
carbapenems y monobactams. Son inhibidas por acido clavulanico, pero no por EDTA.

Se han descrito varias variantes como IMP, VIM, IMI, KPC o GES (Pérez, 2007).

44



Introduccién general

5. Estrategias e iniciativas para el control de las resistencias

En los ultimos afios han surgido numerosas respuestas de organismos Yy
sociedades cientificas tanto nacionales como internacionales, para lograr establecer
diferentes estrategias de control y poner en marcha iniciativas encaminadas a fomentar
el desarrollo de nuevos antibidticos y frenar asi el avance de las resistencias
antimicrobianas en los diferentes entornos. Asi, en 1995 la American Society for
Microbiology (ASM) propuso una serie de medidas para controlar la diseminacién de
las resistencias a antibidticos en su informe Report of the ASM task force on antibiotic
resistance, dirigidas principalmente a poblaciones del entorno hospitalario (ASM,
1995). Una conferencia organizada por la OMS en 1997 dio lugar a la formacién del
Study Group for Antimicrobial Resistance Surveillance (ESGARS) (Cornaglia et al.,
2004). Posteriormente, el ECDC llevé a cabo la fundacion del European Antimicrobial
Resistance Surveillance System (EARSS), actualmente EARS-NET, una red
internacional de sistemas nacionales de vigilancia, cuyo objetivo es intentar controlar la
diseminacion 'y la seleccion de las resistencias a  antimicrobianos

(https://www.ecdc.europa.eu/en/about-us/partnerships-and-networks/disease-and-

laboratory-networks/ears-net). Dentro de las campafias que promueven, se instauro el 18

de noviembre como el “Dia Europeo para el Uso Prudente de los Antibidticos”
(Earnshaw et al., 2014). Afios después, la Infectious Diseases Societies of America
(IDSA) publicé en 2014 un informe (Stevens et al., 2014) en el que se alertaba de una
crisis afadida a esta problematica: el declive en el desarrollo e investigacién de nuevos
agentes antimicrobianos. Finalmente, la OMS public6 en 2014 su primer informe
mundial sobre la resistencia a los antibidticos con datos de 114 paises, en donde se
ponia de manifiesto la grave amenaza que suponia para la salud publica este problema

(WHO, 2014). Este informe sefial6 la necesidad de abordar el estudio de las resistencias

45


https://www.ecdc.europa.eu/en/about-us/partnerships-and-networks/disease-and-laboratory-networks/ears-net
https://www.ecdc.europa.eu/en/about-us/partnerships-and-networks/disease-and-laboratory-networks/ears-net

Introduccién general

a antibidticos desde un enfoque global: “En ausencia de medidas urgentes y coordinadas
por parte de muchos interesados directos, el mundo esta aproximandose a una era post-
antibidtica en la que infecciones comunes y lesiones menores que han sido tratadas
durante siglos, volveran a ser potencialmente mortales. Por ello, si no tomamos medidas
importantes para mejorar la prevencion de estas infecciones y no cambiamos nuestra
forma de utilizar los antibidticos, el mundo sufrirda una pérdida progresiva y las
repercusiones seran devastadoras”.

De esta manera, se implementaron lo que hoy conocemos como planes de
resistencias antimicrobianas, propuestos por la OMS vy desarrollados en los paises por
distintas organizaciones, como la Agencia Espafiola de Medicamentos y Productos
Sanitarios en el caso de Espafia. Estos planes se detallan a continuacion y se engloban
dentro del marco de la iniciativa One Health.

5.1 Iniciativa One Health

El concepto One Health que significa “una unica salud”, fue introducido al
comienzo de la década del 2000. La idea de fondo se conocia desde hace mas de un
siglo y se resume en que todo lo que afecta a la salud esta conectado: la salud humana y
la sanidad animal son interdependientes y estan vinculadas a la salud de los ecosistemas

en los que existen (https://onehealthinitiative.com/). Esta idea surgio con el objetivo de

establecer una estrategia que permita mejorar las colaboraciones y comunicaciones entre
los distintos &mbitos de investigacién, para expandir asi el conocimiento cientifico y
mejorar por tanto la salud humana (Figura 1.10). En este sentido, la iniciativa One
Health sefiala la importancia de estudiar la resistencia a los antibidticos en un marco
multidisciplinar, con un enfoque global colaborativo para comprender los riesgos para la

salud humana, animal y la salud del ecosistema en su conjunto.
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Figura 1.10. Iniciativa One Health (https://www.isglobal.org/)

Tal como sefiala Lopez-Goiii (2020), la globalizacion, el cambio climatico y en
definitiva el comportamiento humano, estdn multiplicando las oportunidades para que
los patdgenos colonicen nuevos territorios y evolucionen hacia nuevas formas mas
virulentas para el ser humano. Hoy en dia sabemos que un 75% de las enfermedades
humanas emergentes son de origen animal, como la rabia, la gripe, el ébola, la
brucelosis o la reciente pandemia de COVID-19 (Rodriguez-Ferri, 2020), por lo que
controlar muchas de estas enfermedades en humanos requiere su control anterior en
animales. Por ello, es vital que los veterinarios tengan un papel protagonista en salud
publica, porque, en definitiva, la salud de las personas depende de la salud de los
animales. Asi pues, se calcula que el 80% de la produccion mundial de antibidticos se
destina a uso agricola y ganadero. De esta manera los animales y las plantas sirven
como reservorio de estas bacterias resistentes, que a su vez intercambian genes de

resistencia entre ellas a gran velocidad (Pérez-Rodriguez and Mercanoglu Taban, 2019).
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De ahi que una aproximacion del tipo One Health es la Gnica estrategia que puede llegar
a evitar que la resistencia a los antibioticos acabe siendo una pandemia en el siglo XXI.
5.2 Plan de accion mundial sobre la resistencia a los antimicrobianos, propuesto
por la OMS.

Como ya se ha comentado anteriormente, la OMS establecié un plan de accion
mundial con el fin de combatir la proliferacion de la resistencia a los antimicrobianos y
la morbi-mortalidad asociada a ella (WHO, 2015). Para ello se fijaron cinco objetivos
especificos que se detallan a continuacion:

1. Mejorar el conocimiento de la resistencia a los antimicrobianos a traves de
una comunicacion, educacion y formacion efectivas y la concienciacion al
respecto.

2. Reforzar los conocimientos y la base cientifica a través de la vigilancia y la
investigacion. Aqui se incluyen importantes carencias a subsanar como:

a. Informacion sobre la incidencia, prevalencia de los distintos
patdgenos y las pautas geogréaficas de resistencia a antibioticos.

b. Conocimiento de aparicion y propagacion de resistencia y circulacion
de ésta entre los seres humanos y animales y de unos a otros, a través
de alimentos aguas y medio ambiente.

c. Capacidad de caracterizar con rapidez la resistencia mediante medios
de vigilancia y diagnostico.

d. Estudios basicos de investigacion que sirvan de apoyo a la basqueda
de nuevos tratamientos, métodos de diagndstico y vacunas.

e. Investigacion para desarrollar alternativas a los usos no terapéuticos

de antimicrobianos en agricultura y ganaderia.
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f. Investigacion economica mediante elaboracion de modelos que
evaluen el costo de la resistencia a los antimicrobianos.
3. Reducir la incidencia de las infecciones con medidas eficaces de
saneamiento, higiene y prevencion de la infeccion.
4. Utilizar de forma oOptima los medicamentos antimicrobianos en la salud
humana y animal.
5. Preparar argumentos econdémicos a favor de una inversion sostenible que
tenga en cuenta las necesidades de todos los paises, y aumentar la inversion
en nuevos medicamentos, medios de diagndstico, vacunas Yy otras

intervenciones.

Posteriormente, en junio del 2017 publicaron un plan mas especifico sobre
Resistencia a los Antibidticos (WHO, 2017b). Se establecié el marco global para una
accion méas amplia destinada a reducir la aparicion y propagacion de la resistencia a los
antibidticos y a incrementar, dentro y fuera de la UE, la investigacion y la
disponibilidad de nuevos antibidticos.

5.3 Plan nacional de resistencia a antibioticos (PRAN)

De la misma manera, en Espafia, la Agencia Espafiola de Medicamentos y
Productos Sanitarios, en colaboracién con seis ministerios (Sanidad, Agricultura,
Economia, Interior, Defensa y Educacion) y con todas las comunidades autonomas,
implant6 en el afio 2014 el “Plan estratégico y de accién para reducir el riesgo de
seleccion y diseminacion de la resistencia a los antibidticos (PRAN)” (AEMPS, 2014).
Este plan se estructurd en torno a seis areas prioritarias comunes para la sanidad humana

y animal, que se muestran de forma esquematica en la Figura I.11. A su vez, cada una
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de estas lineas estratégicas se subdividio en diferentes medidas, y éstas, en distintas

\—/

Areas
prioritarias

acciones concretas.

del plan

FORMACION

Figura 1.11. Areas prioritarias del PRAN propuesto por la Agencia Espafiola de Medicamentos
y Productos Sanitarios (AEMPS, 2014).

A continuacion, se desarrolla de una manera mas detallada cada una de las lineas

estratégicas de dicho plan:

1. Vigilancia del consumo y de la resistencia a los antibioticos. Esta estrategia
estad dirigida a afianzar y establecer unas redes solidas de vigilancia, mejorar el
conocimiento sobre el uso y consumo de antibidticos y el desarrollo de la
resistencia a los mismos. Para ello se propusieron las siguientes medidas:

a. Monitorizar el consumo de antibidticos.

b. Mejorar la vigilancia de la resistencia a antibioticos.

c. Controlar el uso de antibioticos criticos.

d. Participar en proyectos europeos e internacionales para intercambiar
informacion.

2. Control de las resistencias bacterianas. Esta linea busca potenciar el

conocimiento, la aplicacion y el uso de las recomendaciones nacionales e
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internacionales para el control de la resistencia a los antibidticos. Las cuatro

grandes medidas que se incluyen en dicha linea son:

a.

b.

Controlar la difusion de resistencia.

Disefar y difundir herramientas para la promocion de las buenas
practicas de uso de antibioticos.

Elaborar directrices para la prescripcion excepcional de antibioticos.
Limitar el uso profilactico de antibidticos a casos con necesidades

clinicas definidas.

Identificar e impulsar medidas alternativas y/o complementarias de

prevencion y tratamiento. Dentro de esta linea se incluye la necesidad de

acciones de investigacion para desarrollar nuevas soluciones que ayuden a

combatir estas enfermedades infecciosas. De esta manera se incluye:

a.

Fomentar la mejora de las medidas de higiene, manejo y bienestar
animal.

Promover el desarrollo y uso de pruebas de sensibilidad y métodos de
diagnostico rapido.

Desarrollar recomendaciones para reducir el riesgo de infeccion vy
transmision de organismos resistentes en el ambito hospitalario y
atencion primaria.

Fomentar la adopcion de medidas para mejorar las condiciones de
administracion de los productos antiguos que contienen antibidticos no

criticos.

Definir las prioridades en materia de investigacion. Todavia es necesario

mejorar el conocimiento para entender los mecanismos de accién de los

antibidticos contra las bacterias, asi como las causas y las consecuencias de la
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aparicion y propagacion de las resistencias. Por ello se establecieron dos
medidas concretas:

a. Desarrollar y promover una estrategia comin en materia de
investigacion.

b. Desarrollo de la investigacion epidemioldgica y socioecondmica.

5. Formacion e informacion a los profesionales sanitarios. En este sentido
resulta indispensable llevar a cabo una actualizacion del conocimiento a los
profesionales sanitarios, para lo que se propone:

a. Movilizar a los profesionales de la salud.

b. Fomentar la formacion de los profesionales de la salud.

c. Desarrollar programas de formacion continuada de los profesionales de
la salud con criterios de homogeneidad, en aquellas materias
relacionadas con la resistencia a antibioticos.

d. Desarrollar la autoevaluacién de los prescriptores.

6. Comunicacion y sensibilizaciébn de la poblacion en su conjunto y de
subgrupos de poblacion. El objetivo es sensibilizar a los consumidores sobre
los beneficios individuales y colectivos del uso racional de los antibidticos e
informar sobre los riesgos de las resistencias para llevar a cabo un uso prudente

de antibioticos.

El trabajo desarrollado hasta el afio 2018 ha cumplido con los objetivos
sefialados en cada una de estas lineas estratégicas del PRAN. Los logros alcanzados han
constituido avances muy significativos que permitiran reforzar y ampliar la iniciativa
frente al problema de la resistencia en Espafia. En el &mbito de la salud humana, se ha

mejorado el sistema de vigilancia del consumo de antibi6ticos, aprobandose el Sistema
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Nacional de Vigilancia de Infecciones Relacionadas con la Asistencia Sanitaria (IRAS)
y se han consensuado los indicadores para la vigilancia del consumo que facilitan la
monitorizacién de los datos nacionales. Ademas, se esta trabajando para llevar a cabo la
implementacién de los Programas de Optimizacion de Uso de los Antibioticos (PROA)
tanto en hospitales como en Atencion Primaria. En general, el consumo total de
antibioticos en el &mbito de la salud humana confirmé una tendencia decreciente en los
ultimos afios, aungque todavia Espafia continta entre los paises que mas antibidticos
consumen de la UE. En el caso de la sanidad animal, se ha mejorado el sistema nacional
de recogida de datos de ventas de antibioticos de uso veterinario, y se han puesto en
marcha los Programas REDUCE en distintos sectores ganaderos. En este contexto, el
acuerdo para la reduccion del uso de colistina en porcino ha conseguido una reduccién
del consumo de este antibiotico del 97,18 % y en avicultura se ha reducido un 71% el
consumo total de antibioticos en los ultimos afios (AEMPS, 2019a).

El nuevo PRAN 2019-2021 (AEMPS, 2019b) dard continuidad a los trabajos
desarrollados en la primera iniciativa con el objetivo general de reducir o, al menos,
frenar el crecimiento de la resistencia a los antibioticos y su impacto en la salud de toda
la poblacién. Para ello se plantean dos objetivos generales: reducir el consumo de
antibidticos y disminuir la necesidad de utilizar antibioticos en medicina humana y
veterinaria. Se seguird trabajando con la misma base de las 6 lineas estratégicas
desarrolladas anteriormente.

6. Medidas alternativas de tratamiento y mejora de los métodos de diagnostico

Tal como hemos visto anteriormente y como establece el PRAN, es necesario

desarrollar estrategias alternativas de tratamiento, que sean mas seguras para los seres

humanos y para el ganado y que a la vez sean eficaces contra los distintos patdgenos
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infecciosos, especialmente frente a bacterias resistentes (Singh et al., 2014; Kumar et
al., 2021).

De esta manera, desde hace ya unos afios hay una investigacion activa
encaminada a desarrollar diferentes terapias antimicrobianas. El uso de péptidos
antimicrobianos (AMPs) (Cederlund et al., 2011; Sanchez-Gémez and Martinez-de-
Tejada, 2017), bacteriocinas, (Lopez et al., 2008; Kumariya et al., 2019), bacteri6fagos
(Pacios et al., 2020), nanobioticos como por ejemplo el uso de nanoparticulas de plata
(Lara et al., 2010), trasplante de microbiota fecal (FMT), probioticos y postbioticos
(Fijan, 2016) o sistema CRISPR-Cas (Citorik et al., 2014; Pursey et al., 2018), son
algunas de las alternativas y estrategias no convencionales que se estan desarrollando
hoy en dia (Figura 1.12). En general, todos estos avances posiblemente podrian brindar

una solucion alternativa o extender la vida Util de los antimicrobianos actuales.
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Figura 1.12. Estrategias alternativas a los antibioticos para prevenir infecciones causadas por
microorganismos resistentes a los antimicrobianos en animales y seres humanos. TMF,

trasplante de microbiota fecal. RAM, resistencia antimicrobiana. AMPs, péptidos
antimicrobianos. Figura adaptada de Kumar et al. (2021).
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De la misma manera, resulta necesario promover el desarrollo de métodos de
diagnostico rapidos para la deteccion de la resistencia bacteriana a antibioticos, que
permitan una orientacion precoz sobre el tratamiento a seguir. Por ello, esta materia de
investigacion también es una de las prioridades que se deben seguir durante el
desarrollo del PRAN.

En la actualidad, existen técnicas instrumentales que permiten determinar
rapidamente el perfil de resistencias antibidticas (March-Rossello, 2017). Entre ellas
destacan las técnicas moleculares como PCRs para detectar genes BLEE, kits de PCRs a
tiempo real como NucliSENS® EasyQ (bioMérieux) que detecta genes que codifican
carbapenemasas del tipo KPC en 2 h (Spanu et al., 2012) o el kit Xpert®Carba-R
(GeneXpert) que detecta genes que codifican KPC, VIM, IMP y OXA-48 de manera
aun mas rapida (1 h) (Findlay et al., 2014). Por su parte, los microarray nos permiten
detectar varios genes de resistencia en un solo ensayo y se han comercializado varios
modelos que detectan un gran nimero de genes que codifican diferentes betalactamasas
(BLEE, AmpC y carbapenemasas) a partir de colonias aisladas previamente (Stuart et
al., 2012). Métodos colorimétricos como RAPIDEC CARBA NP (bioMérieux) y Rapid
CARB® (Rosco Diagnostica) para detectar resistencia a carbapenemasas (Dortet et al.,
2015) también estan disponibles. De la misma manera, en la actualidad hay una
investigacion activa encaminada al empleo de novedosas técnicas como es la
espectrometria de masas utilizando el equipo MALDI-TOF (Angeletti and Ciccozzi,
2019).

En definitiva, todos estos métodos de diagnostico estdn permitiendo llevar a
cabo una deteccidn de resistencias antimicrobianas de una manera mucho mas rapida y

eficaz. Sin embargo, todavia queda mucho recorrido por realizar para conseguir
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disminuir ain maés el tiempo de deteccion de todas las resistencias y establecer asi la

terapia antibidtica adecuada.

En resumen, este es el contexto en el que se ha planteado esta Tesis Doctoral,
desarrollando algunas de las medidas que se recogen en el PRAN con el objetivo de
abordar la problematica de las resistencias a los antibidticos desde una perspectiva

global.
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Hipdtesis y objetivos

El incremento imparable de las resistencias antimicrobianas constituye en la
actualidad un grave problema sanitario que limita las opciones terapéuticas y dificulta el
diagnostico. La presencia de bacterias multirresistentes en el entorno medioambiental
(principalmente acuéatico) animal y humano y la facilidad de transmision de las
resistencias entre estos entornos, plantea acciones globales y desde diversos ambitos
para frenar el desarrollo de la vaticinada gran pandemia del siglo XXI. Por ello, la
hipdtesis de trabajo de esta Tesis doctoral ha sido ahondar en el conocimiento y control
de las resistencias antimicrobianas desde un enfoque multidisciplinar. De esta manera,
teniendo en cuenta las lineas estratégicas propuestas por el Plan Nacional de
Resistencias a Antibioticos (PRAN) para luchar contra esta problematica, el objetivo
general de este estudio es abordar la vigilancia, prevencion, diagndstico y tratamiento de
resistencias a los antibidticos desde la perspectiva One Health, centrandonos
especialmente en las Enterobacterias productoras de -lactamasas de espectro extendido
(BLEE).

Para ello, se han establecido 4 objetivos especificos (cada uno de ellos
desarrollado en diversos capitulos):

1. Vigilancia de la resistencia a antibiéticos en distintos entornos
a. Aislamiento e identificacion de bacterias resistentes a las clases de
antibidticos de prioridad critica y elevada en entornos acuaticos
(Capitulo 1).
b. Caracterizacion filogenética de cepas de E. coli productoras de BLEE
aisladas de distintos entornos ambientales y humanos (Capitulo 2).
2. Investigacion: Estudio de la difusion de resistencias a antibidticos [-
lactamicos

a. Caracterizacion de elementos genéticos moviles (Capitulo 3).
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b. Caracterizacion de factores de virulencia y capacidad conjugativa
(Capitulo 4).

3. Prevencion: Desarrollo de medidas alternativas al uso de antibioticos en
produccién animal
a. Estudio de la capacidad bactericida de nanomateriales con base plata

para su inclusion como aditivo en piensos (Capitulo 5).

4. Diagnostico y tratamiento: Desarrollo de métodos de diagnostico rapido y
alternativas de tratamiento para infecciones causadas por Enterobacterias
productoras de BLEE.

a. Deteccién e identificacion rapida de Enterobacterias productoras de
BLEE y carbapenemasas mediante MALDI-TOF MS (Capitulo 6).

b. Uso de péptidos derivados de lactoferricina y de bacterias lacticas para
mejorar el tratamiento de infecciones causadas por E. coli productoras de

BLEE (Capitulo 7).

En la Figura O.1 se muestra una representacion grafica de los cuatro objetivos y

actividades especificas desarrolladas en esta Tesis doctoral.
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Figura O.1. Representacion esquematica de los objetivos especificos de esta Tesis doctoral.
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Objetivo 1

VIGILANCIA: Estudio de la presencia de bacterias
resistentes a antibidticos en entornos acuaticos y relaciones
filogenéticas entre cepas de E. coli-BLEE aisladas de dichos

entornos y otros ambientes






Objetivo 1

CONTEXTO

El informe de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) de 2014 sobre la
vigilancia de la resistencia a los antimicrobianos, revel6 las lagunas de conocimientos
relativas a esta problematica y la necesidad de fomentar la vigilancia e investigacion.
Por ello, la OMS propuso en 2015 el Plan de accion mundial sobre las resistencias. Dos
afios mas tarde publicd la lista de "patdgenos prioritarios” resistentes a los antibidticos,
con el fin de promover la investigacion y desarrollo de nuevos antibidticos para las 12
familias de bacterias que causan infecciones graves, y a menudo mortales, debido a la
resistencia adquirida a los antibidticos. En este contexto y desde el enfoque de la
iniciativa One Health, en el objetivo 1 se propuso reforzar los conocimientos y la base
cientifica a través de la vigilancia de las principales resistencias antibioticas y de
estudios filogenéticos de las principales cepas aisladas. Teniendo en cuenta el entorno
acuatico como un indicador de la prevalencia de resistencias antimicrobianas en el
medio ambiente, en el Capitulo 1 se ha llevado a cabo el aislamiento y caracterizacion
de los patdgenos de prioridad alta y critica de la lista de la OMS en rios, depuradoras y
colectores del norte de Espafia y sur de Francia (estudio realizado en el marco del
proyecto INTERREG-POCTEFA EFA183/16/OUTBIOTICS). De acuerdo con los
resultados obtenidos y observandose que la resistencia a antibioticos B-lactamicos
continta siendo la mas extendida, en el Capitulo 2 se realiz6 la caracterizacién
filogénetica de cepas de E. coli productoras de B-lactamasas de espectro extendido
aisladas del entorno animal, ambiental y humano (procedentes del estudio anterior y de
otros previos realizados por nuestro grupo de investigaciéon en la misma regién), con el
objetivo de determinar posibles complejos clonales que actien como marcadores del
potencial riesgo de transmision de estas bacterias resistentes entre los distintos

ambientes.
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Capitulo 1

Aislamiento y caracterizacion de bacterias multirresistentes

en distintos ecosistemas acuaticos.

Los resultados de este capitulo han sido publicados en la revista Microorganisms
(Anexo 1): Pérez-Etayo, L.; Gonzélez, D.; Leiva, J.; Vitas, A.l. Multidrug-Resistant
Bacteria Isolated from Different Aquatic Environments in the North of Spain and South
of France. Microorganisms 2020, 8, 1425, y han sido obtenidos en el marco del
proyecto EFA183/16/OUTBIOTICS. Proyecto financiado por el Programa Europeo
INTERREG V-A Espafa-Francia-Andorra (POCTEFA 2014-2020). “Tecnologias
innovadoras para diagnostico, prevencion y eliminacion de contaminantes emergentes
(antibioticos) de las aguas del territorio POCTEFA”






Capitulo 1

1. Introduction

One of the highest public health challenges worldwide is the increase in the
number and types of antimicrobial resistances (AMR) (Blaak et al., 2015). The use and
misuse of antimicrobials in human medicine is one of the main causes of this increasing
problem, but inappropriate practices in intensive livestock farms have also contributed
to the alarming increase in antibiotic resistant bacteria (ARB) (Kummerer, 2004;
Woolhouse, 2015). Antibiotics used in animal production with different purposes
(therapeutically and prophylactically) are finally disseminated through the environment.
It has been estimated that about 75% of the administered antibiotics is not absorbed by
animals and is excreted via the feces or urine (Chee-Sanford et al., 2009). In this
respect, Garcia-Galan et al. (2011) reported the presence of emerging pollutants in the
Ebro basin (area with intensive livestock farms), including at least eight types of
antibiotics. As a consequence of the antibiotic pressure, ARB have been isolated from
different sources such as farms (manure), water and meat products (Chee-Sanford et al.,
2009; Ojer-Usoz et al., 2013, 2014; Jager et al., 2018). The dissemination of AMR
throughout the environment represents a risk to human health (Leonard et al., 2015; Xu
et al., 2016). In particular, one of the main routes for the dissemination of ARB and
resistance genes (ARGS) is the aquatic environment (Guo et al., 2013; Hembach et al.,
2017). Therefore, a One Health approach is needed to address the problem of
antimicrobial resistance. Recently, the World Health Organization (WHO) has
published a list of antibiotic-resistant priority pathogens with the aim to promote
research and development of new antibiotics, as one of the proposed strategies to
control the problem of global resistance to antimicrobial medicines (WHO, 2017a). The
list includes 12 families of bacteria that pose the greatest threat to human health,

especially if they are spread throughout the environment. Among pathogens classified
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as priority 1 (critical) and 2 (high), carbapenem, B-lactam, vancomycin and methicillin
resistances are considered. B-lactam antibiotics have been the most extended therapeutic
choice for the treatment of human and animal infections worldwide, and consequently,
bacteria have developed different B-lactam resistance mechanisms, such as the
production of extended spectrum B-lactamases (ESBLS) and carbapenemases (Falagas
and Karageorgopoulos, 2009). The presence of bla genes encoding SHV, TEM, CTX-M
groups, KPC, NDM and VIM enzymes has been frequently reported in rivers of
different regions over the world (Zurfluh et al., 2013; Zarfel et al., 2017). Despite
methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) has been detected basically in
clinical environments (Stryjewski and Corey, 2014; Vaz-Moreira et al., 2014), the
presence of MRSA mecA/C in river water has been described (Porrero et al., 2014a).
Regarding vancomycin resistant enterococci (VRE), although the presence of these
bacteria seems to be related to small wild mammals, rabbits and birds (Lozano et al.,
2015; Ahmed and Baptiste, 2018), some authors described the presence of E. faecium
vanA and vanB in wastewater and surface waters (Lata et al., 2016; Nakipoglu et al.,
2017). Colistin has become as the last alternative in human medicine for the treatment
of infections due to multidrug-resistant Gram-negative bacteria (Muller et al., 2018).
Colistin sulfate is used for the control of Enterobacteriaceae infections in pig production
in some countries (Guyonnet et al., 2010; Rhouma et al., 2016), contributing to the
spread of colistin resistances mediated by the transferable plasmid mcr-1 (McGann et
al., 2016). In this context, it would be very interesting to search for this type of
resistance in different aquatic environments, such as rivers, WWTPs and collectors.
POCTEFA 2014-2020 is the acronym in Spanish for the INTERREG V-A

Spain-France-Andorra Program (https://www.poctefa.eu/). It is a European territorial

cooperation program created to promote the sustainable development of the regions near
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to the Franco-Spanish border (Navarra, Huesca, Zaragoza, Lleida, Pyrénées-
Atlantiques, Hautes-Pyrenées, Orientals-Pyrénées, Haute Garonne and Ariege). This
area covers a region of 115.583 km?, populated by 15 million habitants, being the
intensive livestock farms as the main rural economic engine (especially porcine, poultry
and rabbit production). In this respect, the main objective of this study was to determine
the presence of ARB in rivers, wastewater treatment plants (WWTPs) and collectors in
the North of Spain and South of France (hereafter named POCTEFA area). Specifically,
we focused the study on the isolation and characterization of critical and high priority
resistant pathogens according to the WHO list: Enterobacteriaceae, Pseudomonas
aeruginosa and Acinetobacter baumannii carbapenem-resistant; Enterobacteriaceae
ESBL-producing; Enterococcus faecium vancomycin-resistant and Staphylococcus
aureus methicillin-resistant. In addition, due to the recent interest in colistin resistances,

we also included the search for Enterobacteriaceae colistin-resistant.
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2. Materials and Methods
2.1. Sample Collection

The sampling was performed by trained people from the University of Zaragoza
(Laboratory of Water and Environmental Health) in 40 locations from POCTEFA area
including rivers, WWTPs and collectors (hospital and slaughterhouses). A total of 80
samples were collected in two seasons of 2018 (April-May and October—November).
Rivers were located in France and Spain, whereas WWTPs and collectors were present
in Navarra (Northern Spain; Figure 1.1). Sampling of WWTPs was performed in
influent and effluent water and sampling of rivers was done upstream and downstream
of the WWTP (when present). Complete information of each point, provided by the
Laboratory of Water and Environmental Health of University of Zaragoza, is available
in the supplementary material (Tables S1.1 and S1.2).

Samples were taken in sterile containers in accordance with 1SO 19458 (ISO,
2007) and 1SO 5667-3 (1SO, 2012) standards and stored at 5 + 3°C in the dark until they
were sent to the University of Navarra. Microbiological analysis was carried out within

24 h of arrival of samples (stored at 5 + 3°C).
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Figure 1.1. Geographical location of sampling. A: POCTEFA area (North Spain and South France). B. Sampling points of rivers (ASE: Ebro Basin; ASC:
Cantabrian Basin; ASA: Adour-Garonne Basin); C. Sampling points of wastewater treatment plants (WWTPs) and collectors in the Navarra region (ARDe:
Discharge of wastewater entering the treatment plant. ARDs: Discharge of wastewater leaving the treatment plant. ARH: Discharge of hospital wastewater.
ARM: Discharge of slaughterhouse wastewater).
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2.2. Isolation and Identification of Resistant Bacteria

In order to detect the presence of resistant bacteria (even the lethargic ones by
environmental stressors such as the temperature or the lack of nutrients), two
approaches were performed (Figure 1.2). In the first method, 1 mL of each sample was
spread on the surface of specific selective culture media for each resistance type
(described below). In the second method, two previous enrichment processes were
carried out for the recovery of stressed cells. This way, 10 mL water samples were
transferred to 10 mL of double concentration EE Mossel broth (Difco, Le Pont de Claix,
France) and were incubated at 37 + 1°C during 24 h, in order to isolate Gram negative
bacteria. Similarly, enrichment in Giolitti Cantoni broth (Oxoid, Basingstoke, United
Kingdom) was performed for the recovery of Gram positive bacteria (24-48 h at 37 £
1°C). Following the incubation periods, isolations were performed on the selected
culture media. In the case of carbapenem and colistin resistances, selective culture
media was changed in the second sampling in order to improve the recovery of these
strains (taking into account the obtained results in the first sampling).

Chromogenic selective plates from bioMerieux (Marcy I’Etoile, France) were
used for the isolation of the target resistant bacteria. Thus, ChromID ESBL plates
containing a mixture of antibiotics including cefpodoxime (CPD) were used for the
isolation of suspicious ESBL-producing strains. ChromID MRSA contains cefoxitin
(FOX) as a selective agent and was used for the isolation of MRSA. ChromID VRE
agar plates select vancomycin (VA) resistant Enterococcus, allowing the differentiation
between E. faecium and E. faecalis. Finally, ChromID CARBA SMART agar plates and
ChromID CARBA agar plates were used for the isolation of carbapenemase-producing
Enterobacteriaceae (CPE; first and second sampling events, respectively). In addition,

Columbia CNA and MacConkey agar supplemented with 2 pg/mL of colistin (COL;
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Oxoid) were used for the isolation of colistin resistant bacteria (first and second
sampling events, respectively). After the incubation at 37 + 1°C during 24-48 h,
suspicious colonies were isolated on ChromID CPSE, nutrient agar or blood agar
(bioMerieux). The identification was carried out using matrix-assisted laser
desorption/ionization time-of-flight mass spectrometry (MALDI-TOF-MS; bioMerieux)
or biochemical tests (oxidase, APl 20NE, API20E, APIstaph or APl 20STREP;

bioMerieux). Pure cultures were stored at -80°C for further characterization.
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Figure 1.2. Procedure for the isolation of antibiotic resistant bacteria in water samples

2.3. Phenotypic and Genotypic Characterization of Resistant Strains
The antibiotic disks used for the phenotypic characterization were provided by
Becton Dickinson (Le Pont de Claix, France), ROSCO Diagnostica (Taastrup,
Denmark) and by bioMerieux in the case of the E-tests. The results were interpreted
according to “Clinical & Laboratory Standars Institute”, CLSI (CLSI, 2018) or “The
European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing”, EUCAST guidelines
(EUCAST, 2018). The antimicrobials tested and resistance breakpoints can be found in

the supplementary material (Table S1.3). The specific methodology applied for the
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phenotypic and/or genotypic characterization of each types of resistance is explained in
the subsequent sections.
2.3.1. ESBL-Producer Enterobacteriaceae and Other B-Lactamases

ESBL production was confirmed by the double-disk synergy test (DDST)
according to Jarlier et al., (1988). Basically, the amoxicillin/clavulanic acid (AMC, 30
ug) was placed in the center of the inoculated Mueller Hinton cation-adjusted agar plate
(MH; Becton Dickinson) and the following p-lactam antibiotics were placed at a
distance of 20 mm: ceftazidime (CAZ, 30 pg), ceftriaxone (CRO, 30 ng), aztreonam
(AZT, 30 pg) and cefpodoxime (CPD, 10 pg). After incubation at 37 £+ 1°C for 18-24 h,
the strain was considered as the ESBL-producer when the enhanced inhibition zone was
observed between the cephalosporin disk and AMC, indicating synergy. AmpC (-
lactamase production was determined following the methodology of Thean et al. (2009)
by comparing the diameters of each [B-lactam or B-lactam with an inhibitor
(ceftazidime/clavulanic acid and cefotaxime/clavulanic acid) in MH and MH
supplemented with cloxacillin (250 mg/L, Sigma Aldrich, Singapore). When an
increased inhibition zone of >5 mm in cloxacillin plates was observed, the
microorganisms was considered to be an AmpC-producer (Derbyshire et al., 2009).
Finally, we studied the presence of metallo-B-lactamases (MBL) according to Arakawa
et al. (2000), using CAZ (30 pg), imipenem (IMP, 10 pg) and EDTA (10 uL) disks in
MH plates. In addition, an IMP disk was used to which 10 uL of EDTA was added. It
was considered an MBL-producing strain when a synergistic effect was observed
between the IMP, CAZ and EDTA discs and if the difference between the IMP + EDTA
disc and the IMP disc was >5 mm.

The DNA extraction procedure was performed with the DNeasy® Blood and

Tissue kit (Qiagen, Barcelona, Spain), using a pretreatment protocol for Gram-negative
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bacteria and following the manufacturer’s instruction. The quantity and quality of the
DNA was analyzed using a Nanodrop ND-1000 spectrophotometer (NanoDrop
Technologies, Wilmington, DE, USA).

The detection of AmpC B-lactamases genes was performed using the multiplex-
PCR assay described by Pérez-Pérez and Hanson (2002). The primers, size of the
amplicons and conditions followed are summarized in Table 1.1.

Table 1.1. Primers and conditions used for the amplification of the different -lactamases
genes.

Amplicon

Target Primer Sequence (5'-3") . Conditions
size (bp)
blayioxm-Fw  GCTGCTCAAGGAGCACAGGAT
bla MOXM 520
blayvioxm-Rv. CACATTGACATAGGTGTGGTGC
-F T AGAACTGACA:! AAA
bla crrm bla crov-Fw GCGCCAGAACTGACAGGC 462 Initial denaturation at 94°C
blacrm-Rv - TTTCTCCTGAACGTGGCTGGC .
for 3 min; 25 cycles of
blapuam-Fw  AACTTTCACAGGTGTGCTGGGT . .
bla paam 405 amplification: denaturation at
blappam-Rv.  CCGTACGCATACTGGCTTTGC 949C for 30 s, hybridization at
bla accut bla acom-Fw  AACAGCCTCAGCAGCCGGTTA 346 649C for 30 s and extension at
bla ocou-Rv. - TTCGCCGCAATCATCCCTAGC 729C for 1 min; final
blappe bla ggc-Fw TCGGTAAAGCCGATGTTGCGG 302 liygitton £i 725 o 7 ik
blagpgc-Rv CTTCCACTGCGGCTGCCAGTT
bla bla pox-Fw AACATGGGGTATCAGGGAGATG 190
Fox blarox-Rv  CAAAGCGCGTAACCGGATTGG
bla bla spy-Fw AGGATTGACTGCCTTTTTG 392 Initial denaturation at 94°C
s blagy-Rv  ATTTGCTGATTTCGCTCG for 5 min; 32 cycles of
bl blatgm-Fw ~ ATCAGCAATAAACCAGC 516 amplification: denaturation at
M blagen-Rv  CCCCGAAGAACGTTTTC 94°C for 30 s, hybridization at
bl bla oxa-Fw ATATCTCTACTGTTGCATCTCC 619 54°C for 30 s and extension at
oxa blaoxa-Rv  AAACCCTTCAAACCATCC 72°C for 1 min; final
bla crxaii-Fw AAAAATCACTGGCCAGTTC
bla crxvin 415 .. .
bla crxami-Rv AGCTTATTCATCGCCACGTT Initial denaturation at 94°C
bla bla crxme-Fw CGACGCTACCCCTGCTATT 550 for 5 min; 30 cycles of
PM plg cxa-Rv - CCAGCGTCAGATTTTTCAGG amplification: denaturation at
bla bla crxamo-Fw CAAAGAGAGTGCAACGGATG 205 94°C for 45 s, hybridization at
PM placxas-Ry  ATTIGGAAAGCGTTCATCACC 55°C for 30 s and extension at
bla crxms bla crxms-Fw TCGCGTTAAGCGGATGATGC 666 72°C for 1 min; final
bla crxamzs bla crxavizs-Fw GCACGATGACATTCGGG 327 elongation at 72°C for 6 min.
bla CTX-M8/25 bla CI'X-Ml'RV AACCCACGATGTGGGTAGC 666/327

Fw: Forward, Rv: Reverse.

The identification of blatem, blashv and blaoxa genes was performed using the

multiplex-PCR assay described by Colom et al. (2003) while a modification of the
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multiplex-PCR described by Woodford et al. (2006) was used for the study of blacTx-m
genes. The reaction mixture composition and amplification conditions for the blactx-m
genes were described in the manuscript of Ojer-Usoz et al. (2014). All the details for
the several multiplex PCR assays are shown in Table 3.1.

A bidirectional DNA sequence analysis of the amplicons were performed by the
Macrogen EZ-Seq purification service to determine the molecular types of bla genes
(Macrogen Europe, Amsterdam, The Netherlands). Searches for DNA and protein
homologies were carried out through the National Centre for Biotechnology
Information (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) using the BLAST program. The alignment
of DNA and amino acids sequences was performed using Clustal Omega

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/).

2.3.2. Carbapenemase-Producing Strains
Disks of ertapenem (ETP, 10 pg, Oxoid), IMP (10 pg, Oxoid) and meropenem
(MER, 10 ng, Becton Dickinson) were used to determine carbapenemase production. In
addition to the screening of the presence of B-lactamase and metalo-p-lactamase
(described above), OXA-48-like, KPC, NDM and VIM type carbapenemases were
determined using the immunochromatography test Resist-4 O.K.N (Coris Bioconcept,
Gembloux, Belgium), according to the manufacturer instructions.
2.3.3. Colistin Resistant Enterobacteriaceae
COL E-test (bioMerieux) was performed for the determination of this resistance,
using EUCAST guidelines (EUCAST, 2018) for the interpretation of the inhibition zone
(Table S1.3). The presence of mcr-1, mcr-2, mecr-3, mcr-4 and mcr-5 genes was detected
by conventional PCRs using the specific primers and conditions shown in Table 1.2 and
following the conditions described in the corresponding works (Liu et al., 2016; Xavier

et al., 2016; Borowiak et al., 2017; Carattoli et al., 2017; Wenjuan et al., 2017).
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Table 1.2. Primers and conditions used for the amplification of the mcr genes.

. . Amplicon .
Target Primer Sequence (5'-3") ) Conditions
size (bp)
ol mer-1-Fw CGGTCAGTCCGTTTGTTC 309 20 cycles of amplification at 94°C for 30 s, 58°C for
mer-1-Rv. CTTGGTCGGTCTGTAGGG 90 s 72°C for 1 min and final 72°C for 10 min
—_— mer-2 -Fw TGTTGCTTGTGCCGATTGGA 567 33 cycles of amplification at 95°C for 3 min, 65°C
mer-2 -Rv. AGATGGTATTGTTGGTTGCTG for 30 s, 72°C for 1 min and final 72°C for 10 min.
B mer-3 -Fw TIGGCACTGTATTTTGCATTT s4p 30 cycles of amplification at 95°C for 30 s, 50°C for
mer-3 -Rv TTAACGAAATTGGCTGGAACA 30's, 72°C for 45 s and final 72°C for 7 min.
et mer-4 -Fw ATTGGGATAGTCGCCTTTTT o 20 cycles of amplification at 94°C for 30 s, 58°C for
mer-4 -Rv TTACAGCCAGAATCATTATCA 90 s, 72°C for 1 min and final 72°C for 10 min
er5 mer5 -Fw ATGCGGTTGTCTGCATTTATC 1644 30 cycles of amplification at 95°C for 30 s, 50°C for
mer-5-Rv TCATTGTGGTTGTCCTTTTCTG 30's, 72°C for 95 s and final 72°C for 5 min.

Fw: Forward, Rv: Reverse

2.3.4. Methicillin Resistant Strains
Methicillin resistances were confirmed by using FOX disks (30 pg, Becton
Dickinson). For the determination of gene mecA, the AlereTM PBP2a test was
performed according to the manufacturer instructions (Abbot, Scarborough, Maine).
This is a rapid qualitative immunochromatographic analysis for the detection of
penicillin 2a binding protein (encoded by mecA).
2.3.5. Vancomycin Resistant Strains
The VA resistance of E. faecium was confirmed by the E-test (bioMerieux), in
Mueller Hinton Agar with 5% sheep blood (bioMerieux). Additional E-test of
teicoplanin (TEC; bioMerieux) was performed in positive strains in order to determine
the presence of gene vanA or vanB. Strains with the vanA phenotype are characterized
by a high level of resistance to both VA (MIC > 64 ng/mL) and TEC (MIC > 16
png/mL). However, strains carrying the vanB gene are characterized by variable levels of
resistance to VA (MIC between 4 and > 1000 pg/mL) and sensitivity to TEC (Ahmed
and Baptiste, 2018).
2.4. Antimicrobial Resistance Patterns
The antimicrobial susceptibility of resistant strains to additional antibiotics was

obtained in the MicroScan® system (Siemens AG, Munich, Germany). NM37, PN28
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and Neg Multidrug Resistant MIC 1 panels (Siemens AG, Germany) were used in
combination with Lab Pro® 3.5 software for determining the minimum inhibitory
concentrations (MICs). The panels included the following antimicrobials: AMC,
ampicillin (AMP), ampicillin-sulbactam (AMS), azithromycin (AZI), AZT, cefazolin
(C2), cefepime (FEP), CAZ, cefuroxime (CXM), CPD, cefotaxime (CTX), FOX,
chloramphenicol (CHL), ciprofloxacin (CIP), COL, clindamycin (Cd), daptomycin
(DAP), ETP, erythromycin (ERY), fosfomycin (FOT), fusidic acid (FA), gentamicin
(GM), IMP, levofloxacin (LV), linezolid (Lz), MER, mupirocin (MUP), moxifloxacin
(MXF), mezlocillin (MZ), norfloxacin (NOR), nitrofurantoin (FD), oxacillin (OX),
penicillin (P), piperacillin (PIP), piperacillin-tazobactam (TZP), rifampicin (RA),
synercid (SYN), tobramycin (TO), tetracycline (TET), tigecycline (TIG), TEC,
trimethoprim-sulfamethoxazole (SXT) and vancomycin (VA).

This automated method provided very interesting results for the study of ESBL-
producing bacteria. ESBL production was confirmed when a > 3 two-fold concentration
decrease occurred in an MIC for any of B-lactams tested in combination with clavulanic
acid versus its MIC when tested alone (Komatsu et al., 2003; Ojer-Usoz et al., 2014).
The MIC50 and MIC90 (minimum concentration required to inhibit the growth of 50%
and 90% of organisms, respectively) were used to evaluate antibiotic sensitivities.
Multi-drug resistances (MDR) and extensive MDR were considered when resistances to
three or at least five antimicrobial agents were detected, respectively (Magiorakos et al.,
2012).

2.5. Statistical Analysis

The results for the rates of resistances to antibiotics were subjected to statistical

processing with the SPSS 15 software (SPSS Inc., Chicago, IL, USA), applying the Chi-

square (X?) test with a level of significance of p < 0.05.
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3. Results
3.1. Prevalence of Resistant Bacteria in Rivers and Sewage Waters

Table 1.3 shows the positive samples (in red) regarding antibiotic resistances in
both sampling events. In relation to rivers (samples 1-28), 96.4% were carriers of
antibiotic resistant bacteria for at least one of the selected family types, being only one
river in the Ebro basin (9_ASE) negative in both samplings. However, a lower
prevalence of positive samples was detected in the Adour-Garonne Basin (samples 23 to
28), and COL resistances were not detected in the French area.

As shown in Table 1.4, the prevalence was similar in both sampling events (with
the exception of carbapenem and COL, p < 0.05), the resistances to CPD and FOX
being the prevalent ones. Changes in the methodology for a better isolation of COL and
carbapenem resistant bacteria may be the cause of the increase of positive samples for

these antibiotics in the second sampling.
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Table 1.3 Isolation of resistant bacteria in selective culture media (red: presence; green:
absence). 1st SE, 2nd SE: first and second sampling events; ASE: Ebro Basin; ASC: Cantabrian
Basin; ASA: Adour- Garonne Basin; ARDe: Discharge of wastewater entering the treatment
plant; ARDs: Discharge of wastewater leaving the treatment plant; ARH: Discharge of hospital
wastewater; ARM: Discharge of slaughterhouse wastewater; CPD (Cefpodoxime); FOX
(Cefoxitin); VA (Vancomycin); CARB (Carbapenem); COL (Colistin).

point  o¢ gg sE SE  SE SE LSE 2VSE o o
1 ASE
2 ASE
3_ASE
4_ASE
5 ASE
6_ASE
7_ASE
8_ASE
9_ASE
10_ASE
11_ASE
12_ASE
13_ASE
14_ASE
15_ASE
16_ASE
17_ASE
18_ASE
19_ASE
20_ASE
21 ASC
22 ASC
23 ASA
24 ASA
25 ASA
26 ASA
27 ASA
28 ASA
20 ARDIe
30 ARD1s
31_ARD2e
32 ARD2s
33 ARD3e
34_ARD3s
35_ARD4e
36_ ARD4s
37 ARH
38 ARM
39 ARM
40 ARM
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Table 1.4. Percentage of positive rivers and WWTPs and collectors for each antibiotic in both sampling events and the number of resistant strains isolated.

5 — -
- HPOSIIVE o positive WWTP/C  Ntotal isolates ' O confirmed target ARB
Antimicrobial rivers (%)
resistance Target ARB
IMSE 2MSE  1SE 2" SE Rivers WWTP/C Rivers WWTP/C
ESBL
Cefpodoxime 75 50 83.3 100 45 25 18 (40) 19 (75) Enterobacteriaceae
Cefoxitin 71.4 75 83.3 100 89 39 2(2.3) 0 S. aureus MRSA
0 0 A.baumanni
Carbapenems 321 92.8° 41.6 91.6° 50 27 0 2(7.4) P. aeruginosa
0 5 (18.5) Enterobacteriaceae
Vancomycin 42.9 32.1 75 91.6 8 15 1(12.5) 4 (26.6) E. faecium
Colistin 3.6  53.6° 8.3 66.6" 8 5 2 (25) 2 (40) Enterobacteriaceae
Total 200 111 23 (11.5) 32 (28.9)

2and ® are the statistically significant differences (p < 0.05) between the 1t and 2" sampling events (SE); WWTP/C: wastewater treatment plant and collectors; Target ARB:

antibiotic resistant bacteria included in the list of high and critical priority pathogens of WHO.
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Regarding WWTP and collectors, 100% of the samples were positive for at least
one type of resistance in both samplings and no differences were observed (p > 0.05)
between the influent and effluent water in the treatment plants (Table 1.3). It must be
noticed that the greatest variety and number of target resistant bacteria were isolated
from wastewaters (n=32, 28.9%). In this way, all target carbapenem resistant pathogens
(n=7) and the majority (80%) of E. faecium resistant to VA were isolated from samples
of influent water of sewage treatment plants and collectors, while no MRSA was
detected (Table 1.4).

From the total of 440 strains isolated in selective media, 311 (70.7%) were

confirmed as resistant by the aforementioned phenotypic methods (Figure 1.3).
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Figure 1.3. Total number of resistant strains isolated from water samples in the POCTEFA area.

In general, penicillin and cephalosporin resistances were the most extended ones
(63.7%), followed by carbapenem resistances (24.7%) and a lower prevalence of VA
and COL resistances was detected (7.4% and 4.2%, respectively). Due to the large

number of environmental strains isolated with innate resistance to these groups of
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antibiotics (mainly penicillin resistance), only 17.7% (n=55) of the isolates were
identified as target priority pathogens (with acquired resistance), with a high presence of
ESBL-producers (52.8% n=37). The majority of isolates of this target group were
identified as E. coli (62%) followed by Serratia (Figure 1.4A). Similarly, only 2 out of
128 isolates resistant to FOX (1.6%) were confirmed as MRSA. Regarding
carbapenemase-producing isolates 7 out of 77 (9%) corresponded to the list of priority
pathogens (P. aeruginosa and Enterobacteriaceae) and no A. baumannii was isolated
(Figure 1.4B). In addition, 4 out of the 13 COL resistant Enterobacteriaceae (30.8%)
were identified, E. coli being the prevalent one (Figure 1.4C). Finally, five E. faecium

(21.7%) were identified from the total of 23 VA resistant isolates.

A B C

Penicillins-Cephalosporins Carbapenems Colistin

K. pneumoniae

8. liguefacien.
3%

1

Figure 1.4. Genus distribution of isolated Gram negative target resistant bacteria. A)
Penicillins-Cephalosporins; B) Carbapenems and C) Colistin.

3.2. Characteristics of the Target Isolated Pathogens
A summary of the antimicrobial resistance patterns and antimicrobial resistance

genes (ARG) of the 48 target Gram negative isolates is presented in Table 1.5.
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Table 1.5. Characteristics and antibiotic resistance profile of isolated Gram negative bacteria.

Antimicrobial resistance
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1 3_ASE E. coli TEML-278, CTX-M14 - AMP,PIP,MZ CZ,CXM, CPD, CTX, CAZ, FOX, FEP AZT AMS - GM, TO LV,CIP,MXF,NOR TET SXT,FOT,CHL + +
2 3 ASE E. coli TEML-278, CTX-M14 + AMP,PIP,MZ CZ,CXM, CPD, CTX, FOX, FEP AZT AMC, AMS - GM, TO LV,CIP,MXF,NOR TET SXT,FOT,CHL + +
3 4 ASE E. coli TEML-278, CTX-M14 + AMP,PIP,MZ CZ,CXM, CPD, CTX, FOX, FEP AZT AMC, AMS - GM,TO LV,CIP,MXF,NOR TET SXT,FOT,CHL + +
4 6_ASE E. coli CTX-M15 + AMP,PIP,MZ CZ,CXM, CPD,CTX, CAZ, FOXFEP AZT AMC, AMS MER - LV, CIP, MXF,NOR TET,TIG  SXT,CHL + o+
5 8 _ASE E. coli TEML-278, CTX-M14 + AMP,PIP,MZ CZ,CXM, CPD, CTX, CAZ, FEP AZT AMS - - LV, CIP, MXF,NOR TET - + 4+
6 17_ASE E. coli CTX-M1 - AMP,PIP,MZ CZ,CXM, CPD, CTX, CAZ, FEP AZT - - - - TET CHL + o+
7 17_ASE E. coli CTX-M1 - AMP,PIP,MZ CZ,CXM, CPD, CTX, CAZ, FEP AZT - - - - TET CHL + o+
8 29_ARDle E. coli CTX-M1 + AMP,PIP,MZ CZ,CXM, CPD,CTX, CAZ, FEP AZT AMS - - - TET - + o+
9 30_ARDI1s E. coli TEML-278, CTX-M14 - AMP,PIP,MZ CZ,CXM, CPD, CTX, CAZ, FEP - - - - LV, CIP, MXF,NOR - - + -
10 30_ARDIs E. coli CTX-M14 + AMP,PIP,MZ CZ,CXM, CPD, CTX, CAZ, FOX, FEP AZT AMS - - - - SXT, FOT + o+
11 31_ARD2e E. coli CTX-M15 - AMP,PIP,MZ CZ,CXM, CPD, CTX, CAZ, FEP AZT - - - - - SXT + -
12 32_ARD2s E. coli CTX-M1, SHV-12 - AMP,PIP,MZ CZ,CXM, CPD, CTX, CAZ, FEP AZT - - - LV, CIP, MXF,NOR - CHL + o+
13 32_ARD2s E. coli TEML-278, CTX-M1, SHV-12 - AMP,PIP,MZ CZ,CXM, CPD, CTX, CAZ, FEP AZT AMC,AMS,TZP - - LV, CIP, MXF,NOR TET SXT, CHL + o+
14 33 _ARD3e E. coli TEM-171, CTX-M1 - AMP,PIP,MZ CZ,CXM, CPD, CTX, CAZ, FEP AZT AMS - - - - - + -
15 34_ARD3s E. coli TEML-278, CTX-M14 - AMP,PIP,MZ CZ,CXM, CPD, CTX, CAZ, FEP - AMS - GM, TO - TET SXT + o+
16 34_ARD3s E. coli TEML-278, CTX-M14 - AMP,PIP,MZ CZ,CXM, CPD, CTX, CAZ, FEP - AMS - GM, TO - TET SXT + o+
17 35_ARD4e E. coli TEML-278, CTX-M1 - AMP,PIP,MZ CZ,CXM, CPD, CTX, CAZ, FEP AZT - - GM, TO LV,CIP,MXF,NOR TET SXT, FOT + 4+
18 7_ASE E. coli TEML-278, SHV-12 - AMP,PIP,MZ CZ,CXM, CPD, CTX, CAZ, FEP AZT - - - - TET + -
19 30_ARDI1s E. coli TEM-171, CTX-M15 - AMP,PIP,MZ CZ,CXM, CPD, CTX, CAZ, FEP AZT - - - - TET + -
20 32_ARD2s E. coli TEML-278, CTX-M15 - AMP,PIP,MZ CZ,CXM, CPD, CTX, CAZ, FEP AZT AMC, AMS - - - - FOT + o+
21 35 ARD4e E. coli TEM-176, CTX-M15, CTX-M14 - AMP,PIP,MZ CZ,CXM, CPD, CTX, CAZ, FEP - - - - - - - -
22 36_ARD4s E. coli OXA-1, CTX-M15 - AMP,PIP,MZ CZ,CXM, CPD, CTX, CAZ, FEP AZT AMC, AMS - TO LV, CIP, MXF,NOR - SXT + o+
23 40_ARM E. coli CTX-M15 AMP,PIP,MZ CZ,CXM, CPD, CTX, CAZ, FEP AZT AMC, AMS - - LV, CIP, MXF,NOR TET SXT, CHL + o+
24 7_ASE S. fonticola CTX-M1 + AMP, MZ CZ,CXM, CPD, CTX, CAZ AZT AMC - - - - - + -
25 11 ASE S. fonticola - + AMP CZ,CXM, CPD, CTX - AMC - - - - - + -
26 11 ASE S. fonticola CTX-M1 + AMP CZ,CXM, CPD, CTX, CAZ AZT AMC, AMS - - - - - + -
27 11 ASE S. fonticola CTX-M15 + AMP,PIP CZ,CXM, CPD, CTX - AMC, AMS - - MXF - FOT + o+
28 20_ASE  S.fonticola - + AMP,PIP,MZ CZ,CXM, CPD, CTX, CAZ AZT AMC, AMS - - - - - + -
29 3_ASE S. fonticola TEM-171 + AMP CZ,CXM, CPD, CTX - AMC ETP - - - - + -
30 5_ASE S. fonticola TEM-171, ACC + AMP,PIP CZ,CXM, CPD, CTX - AMC, AMS, TZP - - - - - + -
31 11 ASE S. fonticola TEM-171 + AMP CZ,CXM, CPD, CTX - AMC - - - - - + -
32 39_ARM S. fonticola CTX-M15, ACC + AMP,PIP,MZ CZ,CXM, CPD, CTX AZT AMC, AMS - - - - CcoL + o+
33 8_ASE S. liquefaciens - + AMP CZ,CXM, CPD - AMC - - - - - + -
34 33_ARD3e K. pneumoniae TEM-171, SHV-12, CTX-M1, DHA + AMP,PIP,MZ CZ,CXM,CPD,CTX, CAZ, FOX, FEP AZT AMC, AMS MER - LV, CIP, MXF,NOR TET SXT,FOT,CHL + +
35 35_ARD4e K. pneumoniae CTX-M14 + AMP,PIP,MZ CZ, CXM, CPD, CTX, CAZ, FOX, FEP AZT AMC, AMS, TZP MER - LV, CIP, MXF,NOR TET SXT,FOT,CHL + +
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Table 1.5. Cont.

Antimicrobial resistance
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36 35_ARD4e K. pneumoniae  TEML-278, SHV-12, OXA-1, CTX-M15 - AMP,PIP,MZ CZ,CXM, CPD, CTX, CAZ, FEP AZT AMC, AMS - TO LV, CIP, MXF,NOR - SXT, CHL + o+
37 11 ASE K. oxytoca - + AMP CZ, FOX, FEP AZT AMC - - - - - + -
38 33_ARD3e E. coli TEML-278, KPC + AMP,PIP,MZ CZ,CXM, CPD, CTX, FOX, FEP AZT AMC,AMS, TZP  ETP,MER,IMP - LV, CIP, MXF,NOR - SXT, FOT + o+
39 33_ARD3e K. oxytoca TEML-278, KPC - AMP,PIP,MZ CZ,CXM, CPD, CTX, CAZ, FEP AZT AMC,AMS, TZP  ETP,MER,IMP TO LV, CIP, MXF,NOR - SXT, FOT + o+
40 36_ARD4s C. freundii CTX-M1 + AMP,PIP,MZ CZ,CXM, CPD, CTX, CAZ, FOX, FEP - AMC, AMS, TZP  IMP - MXF - SXT + o+
41 33 ARD3e C. freundii TEML-278,EBC, DHA, KPC + AMP,PIP,MZ CZ, CXM, CPD, CTX, CAZ, FOX, FEP AZT AMC,AMS, TZP  ETP,MER,IMP GM,TO MXF - FOT + o+
42 39_ARM C. freundii TEML-278, EBC, KPC + AMP,PIP,MZ CZ,CXM, CPD, CTX, CAZ, FOX, FEP AZT AMC,AMS, TZP  ETP,MER,IMP GM,TO NOR - FOT + o+
43 33_ARD3e P. aeruginosa TEML-278 - AMP,PIP,MZ CZ,CXM, CPD, CTX, CAZ, FOX, FEP AZT AMC, AMS MER, IMP AM, GM, 1LV, CIP, NOR TET SXT,FOT,CHL + +
44 29 _ARDle P. aeruginosa - + AMP,MZ CZ,CXM, CPD, CTX, FOX - AMC, AMS ETP,MER, IMP - - TET SXT,FOT,CHL + +
45 22_ASC E. coli - - - - - - - - - CcoL - -
46 39_ARM E. coli CTX-M15 - AMP,PIP,MZ CZ,CXM, CPD, CTX, CAZ, FOX, FEP AZT AMC,AMS, TZP - - - - COL, FOT + o+
47 40_ARM E. coli mer-1 - - - - - - LV, CIP, MXF,NOR TET COL, SXT +
48 1 ASE K. oxytoca - - AMP - - - - - - COL, FOT +

AMP, ampicillin; PIP, piperacillin; MZ, mezlocillin; CZ, cefazolin; CXM, cefuroxime; CPD, cefpodoxime; CTX, cefotaxime; CAZ, ceftazidime; FOX, cefoxitin;
FEP, cefepime; AZT, aztreonam; AMC, amoxicillin-clavulanic acid; AMS, ampicillin-sulbactam; TZP, piperacillin-tazobactam; ETP, ertapenem; MER, meropenem; IMP,
imipenem; GM, gentamicin; TO, tobramycin; LV, levofloxacin; CIP, ciprofloxacin; MXF, moxifloxacin; NOR, norfloxacin; TET, tetracycline; TIG, tigecycline; SXT,
trimethoprim-sulfamethoxazole; COL, colistin; FOT, fosfomycin; CHL, chloramphenicol.
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ESBL production was confirmed by the double-disk synergy test (DDST) and
MicroScan® system in a 93.7% (n=45) of the strains. However, the presence of bla
genes was confirmed by PCR and sequencing in 88.9% (n=40) of them. This could be
probably related with the higher specificity of these genotypic methods in E. coli strains
compared to other species (Serratia, Klebsiella or Pseudomonas). Regarding the
incidence of bla genes, the prevalent one was blactx-m (80%), followed by blarem
(60%), blasmv-12 (12.5%) and blaoxa1 (5%; Figure 1.5). The sequence analysis
demonstrated that genes from CTX-M1 group (blactx-m1 and blacTx-m15) were present in
55% of ESBL-producing isolates (Figure 1.5). Regarding the CTX-M-9 group, it was
present in 25% of ESBL-producing isolates and the sequences shown that all of them
corresponded to the blacTx-m-14 gene. Genes encoding for blactx-me, blactx-m2, blacTx-ms
and blactx-m2s were not detected. Sequence analysis demonstrates that all isolates
carrying the B-lactamase TEM (Temoneira) belonged to the class TEM-1, being
blatemL-278 the prevalent one. In general, CTX-M and TEM bla genes were widely
distributed among all the water sources, but blasnv-12 and blaoxa-1 were mainly detected
in WWTPs plants. Furthermore, 18 (45%) of the isolates had two or more bla genes
(Table 1.5). Specifically, one of the K. pneumoniae strains carried four different bla
types (blatemL-278, blasnv-12, blaoxa-1 and blacTx-mis). In addition, blaoxa-1 and blashyv-12

genes were always detected together with other B-lactamase genes.
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Figure 1.5. Prevalence (percentage) of B-lactamase genes in Gram negative isolates.

Otherwise, the presence of metallo-p-lactamases was not observed in any of the
selected strains, while 50% of isolates (n=24) were confirmed as AmpC-pB-lactamases-
producers (Table 1.5). Nevertheless, AmpC-encoding genes (ACC, DHA and EBC)
were detected in only five strains (numbers 30, 32, 34, 41 and 42 in Table 1.5). With the
exception of the river isolate (number 30), the remaining four strains came from a
WWTP and a duck slaughterhouse collector located in the same geographical area.
Furthermore, all the strains had been characterized as carriers of other types of bla
genes. In particular, the K. pneumoniae isolate number 34, contained three types of bla
genes (blatem-171, blashv-12 and blactx-mi). Regarding carbapenemase-producing
isolates, all of them were negative for carbapenemases type OXA-48, NDM and VIM.
However, the presence of KPC-type carbapenemases was confirmed in four of the
eleven strains (36.3%), corresponding with the strains isolated from the aforementioned
WWTPs and the duck slaughterhouse collector (numbers 38, 39, 41 and 42), in which
ampC genes were detected (Table 1.5). Furthermore, all the carbapenemase-producing

bacteria were ESBL carriers, blaremL-278 being the most extended bla gene (71.4%). On
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the other hand, despite all Enterobacteriaceae confirmed as COL resistant by the E-test
and MicroScan® system (n=4), the presence of the phosphoethanolamine transferase
mcr-1 gene was confirmed in only one E. coli (number 47 in Table 1.5) and all the
strains were negative for the rest of the variants of mcr. This E. coli mcr-1 was isolated
from the collector of a rabbit slaughterhouse and was resistant to quinolones,
tetracyclines and SXT, while it was not resistant to B-lactam antibiotics (Table 1.5). In
fact, from the four COL-resistant isolates, only one strain of E. coli isolated from duck
slaughterhouse collector (number 32) was resistant to this group of antibiotics and
carried the blacTx-m15 gene.

With respect to the target Gram positive resistant isolates (n=7, Table 1.6), the
five strains identified as VA resistant E. faecium (VRE) were sensitive for TEC and
considered as the vanB phenotype according to the recommendations (CLSI, 2018).
Finally, the two MRSA isolates were negative in the AlereTM PBP2a test for checking
the presence of the mecA gene, the most widespread genetic mechanism involved in this

resistance.
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Table 1.6. Characteristics and antibiotic resistance profile of isolated Gram positive bacteria.

Antimicrobial resistance
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49 14 ASE E.faecium vanB OX CXM, FEP ETP, MER VA GM ERY - TET FA,Cd, FOT,SYN + o+

50 40 ARM E. faecium vanB - CXM, FEP - VA - ERY - - FA, MUP, DAP, Cd, FOT + o+

51 29 _ARDle E.faecium vanB OX CXM, FEP ETP, MER VA GM, TO ERY LV, CIP,MXF TET FA, SXT,Cd, FOT, SYN + o+

52 33 _ARD3e E.faecium vanB P,0OX CXM, FEP ETP, MER VA GM, TO ERY LV, CIP, MXF TET FA, SXT,DAP,Cd, FOT,RA,FD,SYN + +

53 40_ ARM E.faecium vanB OX CXM, FEP ETP, MER VA GM ERY LV, CIP,MXF TET FA, SXT,Cd, FD,SYN + o+

54 4 ASE S. aureus - AMP, P, OX CXM, FOX, FEP ETP, MER, IMP - - AZIl, ERY - - MUP, Cd, FOT + o+

55 15 ASE S. aureus - AMP,P,OX FOX - VA, TEC - ERY - - LZ, DAP, Cd, SYN + o+

AMP, ampicillin; P, Penicillin; OX, oxacilin; CXM, cefuroxime; FOX, cefoxitin; FEP, cefepime; ETP, ertapenem; MER, meropenem; IMP, imipenem; VA, vancomycin;
TEC, teicoplanin GM, gentamicin; TO, tobramycin; AZI, azithromycin; ERY, erythromycin; LV, levofloxacin; CIP, ciprofloxacin; MXF, moxifloxacin; TET, tetracycline;
FA, fusidic acid; SXT trimethoprim-sulfamethoxazole; Lz, Linezolid; MUP mupirocin; DAP, Daptomycin; Cd, clindamycin; FOT, fosfomycin; RA, rifampicin; FD,
nitrofurantoin; SYN, synercid.
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3.3. Multidrug Resistance Profiles

MDR (resistance to at least three antibiotics families) and extensive MDR (at
least to five families) were observed in 96.4% and 67.2% of the strains respectively,
with MDR being observed in 100% of the Gram positive strains (Tables 1.5 and 1.6).
High levels of resistance against penicillins, cephalosporins and B-lactamase inhibitors
were detected in the Gram negative isolates (n=48). In fact, the higher resistances were
observed in AMP (95.8%), CZ (93.75%), CXM (91.6%), CPD (91.6%) and CTX
(89.6%), followed by FEP (70.8%) and CAZ (66.6%). Furthermore, the majority of the
isolates (77%) showed susceptibility to carbapenems (ETP, MER and IMP), despite the
fact that some isolates showed MIC values in the MicroScan® close to the breaking
point for IMP. With respect to monobactams, the 68.7% of strains were resistant against
AZT, while more reduced resistance against tetracyclines (41.6%), CHL (29.2%) and
aminoglycosides (25%) was observed. The percentage of resistance against quinolones
and sulfonamides was approximately 50%. Finally, resistance to COL was the least
prevalent (10.4%), with only five positive confirmed strains.

Regarding Gram positive strains (n=7), 100% of isolates were resistant to ERY
and the majority (85.7%) were resistant to OX and fourth generation cephalosporins
(FEP). Furthermore, resistance to glycopeptides, such as VA, was also prevalent
(85.7%). In addition, one of the MRSA isolates was also resistant to VA and TEC, an
important fact since MRSA with intermediate resistance to VA are also considered in
the WHO list. Likewise, 71.4% of isolates were resistant to carbapenems, whereas the
resistance against aminoglycosides (57.1% GM and 28.6% TO), tetracyclines (57.1%)
and quinolones (42.9%) was lower.

The resistance rates to each individual antibiotic according to the isolates origin

is represented in Figure 1.6A and B, for Gram negative and Gram positive strains,
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respectively. Regarding Gram negative bacteria, strains isolated from wastewater had
the highest resistance rates for AMP, CPD, CTX, FEP, MER and SXT (p < 0.05).
Besides, significant differences were found between rivers and WWTPs for COL
resistance (p < 0.05). In fact, very significant differences were found among WWTPs
and collectors (p = 0.0001). Concerning Gram positive bacteria, only significant

differences were found between rivers and WWTPs for CIP and SXT (p < 0.05).
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Figure 1.6. Resistance rate to each antibiotic according to the isolates origin. A) Gram negative strains and B) Gram positive strains. AMP (ampicillin); CPD
(cefpodoxime); CTX (cefotaxime); FEP (cefepime); AZT (aztreonam); AMC (amoxicillin-clavulanic acid); MER (meropenem); GM (gentamicin); CIP
(ciprofloxacin); TET (tetracycline); COL (colistin); SXT (trimethoprim-sulfamethoxazole); OX (oxacilin); CXM (cefuroxime); VA (vancomycin); SYN
(synercid). (*, p<0.05, **, p<0.01).
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4. Discussion

This study aimed to determine the prevalence of antibiotic resistant bacteria in
aquatic environments of the POCTEFA area, a region of intensive livestock activity.
The widespread presence of resistant bacteria observed in rivers, WWTPs and collectors
(96.4% and 100%, respectively), highlight the impact of human activity on the spread of
these resistances, especially from hospital and livestock production. In fact, 55 resistant
strains identified as critical and high priority resistant pathogens (according to WHO
list) were isolated in the study.

The wastewater from slaughterhouses is considered a relevant source of
antimicrobial resistant bacteria and consequently may be important for its diffusion into
the environment (Savin et al., 2020). The livestock pressure in most of the Spanish
rivers studied in this work was high, where pig farms stood out mainly (Table S1.1).
This could be the reason of the higher prevalence of resistances in the Spanish rivers
than the French ones (Table 1.3). In addition, the only river free of resistant bacteria was
located in the Pyrenees area (9_ASE), where no relevant cattle exploitations such as
pigs, birds and rabbits were reported.

In agreement with our results, previous studies reported an increase of ESBL and
carbapenemase-producing Enterobacteriaceae (CPE) in rivers and WWTPs, with high
percentages of clinically relevant multidrug resistant bacteria and related genes (intl1,
sull, blaoxa, mcr-1, blactx-m1s, blakec and blavim, among others) that were still present
in effluent samples, indicating an insufficient reduction during conventional wastewater
treatment (Makowska et al., 2020). In this line, our results are in agreement with
previous work published by Ojer-Usoz in the same region of Navarra (Ojer-Usoz et al.,
2014), with a similar prevalence of ESBL after 6 years. In addition, the association

between blaoxa-1 and resistance to aminoglycosides and quinolones reported by Osinska
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et al. (2016) was confirmed in the present study, because the two WWTP isolates
carrying blaoxa-1 were resistant to TO, LV, CIP, MXF and NOR. Indeed, the increased
quinolone resistance rate in the isolates (50%) may be caused by the use of enrofloxacin
in slaughtered broiler herds (Savin et al., 2020). Furthermore, the high prevalence
regarding AmpC B-lactamases could be related with the large number of Serratia and
Citrobacter strains (carriers of chromosomal AmpC), even though only the specific
genes in 5 strains were detected by PCR. In addition, it is interesting to keep in mind
that ESBL and AmpC coproduction was detected in 19 strains, despite only five strains
being confirmed as AmpC-producers by molecular methods. Moreover, two of them
(numbers 39 and 42 in Table 5), were also carriers of carbapenemase gene KPC. The
isolation of different KPC producing species (E. coli, K. oxytoca and C. freundii) in the
same water sample (33_ARD3e) reinforced the hypothesis that a horizontal gene
transfer is taking place between different bacterial species. Finally, in this study we did
not isolate A. baumannii resistant to penicillins, cephalosporins or carbapenems. This
could be related to the low presence of this pathogen or with methodological problems
on the isolation of this species.

Colistin (polymyxin E) is currently used as a last alternative drug against MDR
Gram negative bacteria. However, even resistance to this drug is increasingly being
detected in human isolates. This may be due to the fact that colistin is used in pig
husbandry and for the treatment of gastrointestinal diseases of cattle caused by
Enterobacteriaceae (Rhouma et al., 2016). This resistance is frequently related to
chromosomal mutations, nonetheless, the mechanism by which the mcr-1 gene confers
resistance to COL was the first one that described plasmid mediated transmission
antibiotic resistance and was first discovered in China in a pig farm (Liu et al., 2016).

Despite this gene being widespread in the environment (Argudin et al., 2017) and
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having been documented in 30 strains isolated from three Spanish WWTPs (Ovejero et
al., 2017), only one E. coli strain isolated from a rabbit slaughterhouse collector
(number 47 in Table 5) was positive for mcr-1 in our study.

Enterococci are recognized as important nosocomial pathogens due to their
natural intrinsic resistance and their ability to acquire resistance to multiple drugs
(Argudin et al., 2017). The resistance to VA in enterococci (VRE) is associated with the
use of this antibiotic in hospitals and, as a consequence, effluents from hospitals
constitute an important point for the transmission of this resistance (Galler et al., 2018).
In this respect, despite the fact that VA resistant bacteria were isolated from the hospital
collector (37_ARH), none of these isolates was identified as VRE. However, VRE were
present in the influent waters of the WWTPs of two points near hospitals (29_ARD1e
and 33_ARD3e), in accordance with other studies (Paulshus et al., 2019). In general,
VA resistances are specially linked to vanA and vanB genes and represent a major
public health problem, due to their resistant gene transfer capacity (Lozano et al., 2016).
In this respect, vanB carriers are characterized by high levels of VA resistance and TEC
sensitivity, and the resistance is transferred by conjugation associated with the
mobilization of genetic material through the acquisition and/or exchange of transposons
(Ahmed and Baptiste, 2018). In agreement with that, all our VRE isolates showed the
vanB phenotype. As VA is not used in veterinary medicine, the use of other
glycopeptides as an animal growth promoter (such as avoparcin), was associated with
the increase in VRE in the 70s (Ahmed and Baptiste, 2018). Numerous studies have
shown that VRE persisted in animals for a long time after avoparcin was banned
(Argudin et al., 2017). Therefore, the presence of identical resistance genes in animal
and human enterococci, suggest the spread between isolates from different

environments (Lozano et al., 2016). The isolation of E. faecium VA resistance in
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samples from a rabbit slaughterhouse collector (40 _ARM) reinforces this hypothesis.
Finally, it is known that VRE can rapidly develop resistance after the introduction of
new antimicrobial agents in the clinic, such as quinupristin-dalfopristin (SYN), Lz and
DAP (Kristich et al., 2014). So, it should be noted that 80% of the E. faecium vanB
isolates of this study were resistant to SYN and 40% were resistant to DAP, whereas no
resistances to Lz were observed.

One of the most important acquired resistances in S. aureus is methicillin
resistance (MRSA) and is mainly due to the acquisition of the mecA gene, encoding a -
lactam low affinity penicillin binding protein (PBP) called PBP2a (Argudin et al.,
2017). In general MRSA isolates from surface water are quite rare, with only a low
number of isolates being described (Galler et al., 2018). Despite this, MRSA mecA has
been reported to survive in rivers and municipal wastewater and had been associated
with colonized people (Porrero et al., 2014a). In addition, the presence of gene mecC
has been reported for the first time in a Spanish river, highlighting the potential role of
water in the dissemination of mecC MRSA (Porrero et al., 2014a). S. aureus mecC was
also isolated from animals and an urban wastewater treatment plant (Porrero et al.,
2014b) and other studies highlighted the emergence of S. aureus mecC in livestock
production, particularly in pigs in European countries (Boswihi et al., 2020). In this
sense, our two MRSA strains (negative for the mecA gene in the PBP2a test) were
isolated from rivers (numbers 54 and 55 in Table 6) with high incidence from pig
exploitations, which would reinforce this hypothesis.

In general, the main objective of wastewater treatment is to eliminate organic
(chemical and biological) components, phosphorous and nitrogen nutrients as well as
suspended solids. Directive 91/271/EEC (EU, 1991) establishes the guidelines to be

followed by the Member States of the European Union to ensure that urban wastewater
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receives adequate treatment before discharge, but it does not include disinfection
processes that reduce the microbiological charge and ARGs in the effluents (Pallares-
Vega et al., 2019). Consequently, these bacteria are incorporated into the environment
through the direct or indirect discharge of treated water or through sludge, which finally
is used as a fertilizer in agricultural practices. In the same way, the directive does not
provide specific restrictions for effluents from hospital wastewater, which also
constitute an important reservoir of ARB (Paulshus et al., 2019). It is known that some
ARB can be removed through conventional wastewater treatment processes (Jager et al.,
2018), but still large numbers survive in the effluent. Therefore, tertiary treatment
methods or advanced treatment technologies are those that manage to eliminate some
bacterial load and genes (Makowska et al., 2020). In this sense, UV and ozone-
treatment have been investigated for a long time with the aim of reducing these
microbial loads. UV disinfection contributes to the effective reduction of some bacteria,
like 99.9% of MRSA or VRE (Jager et al., 2018). However, Munir et al. (2011) founded
that this disinfection did not contribute to the reduction of TET and sulfonamide
resistant bacteria. Moreover, ozonation is an efficient process to eliminate organic
microcontaminants and for inactivating bacteria through the production of highly
reactive radicals (Jia et al., 2020). Other tertiary treatments are based on the water
exposure to solar radiation in the lagoon and according to Lopez-Martinez, A (2018) are
able to reduce the microbiological concentration up to four orders of magnitude at the
longest time of exposure to solar radiation. However, these advanced wastewater
treatment technologies are also known to accelerate horizontal gene transfer due to the
activation of different repair mechanisms involved in the dissemination of antibiotic
resistance genes (Jager et al., 2018). Consequently, it is necessary to develop other

additional strategies and guidelines for the elimination of microbial contaminants in
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wastewater, including surveillance of pathogenic bacteria and ARGs. For that reason,
there is a need to improve effective disinfection measures and treatments in WWPTSs
and animal slaughterhouses to avoid environmental contamination and prevent the
evolution of antibiotic resistance.

The results of this study highlight that bacteria resistant to clinically relevant
antibiotics were present in the different water samples examined in the POCTEFA area,
with a higher presence in wastewaters from slaughterhouses, hospitals and WWTPs. In
order to minimize the dispersion of resistances through the effluents of these areas, it is
necessary to implement effective methods of wastewater disinfection and surveillance

programs of ARB.
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Caracterizacion filogenética de cepas de E. coli productoras

de BLEE aisladas de alimentos, aguas y portadores sanos.

Parte de los resultados de este capitulo han sido publicados en la revista
International Journal of Food Microbiology (Anexo I): Vitas, A.l.,, Naik, D., Pérez-
Etayo, L., and Gonzélez, D. Increased exposure to extended-spectrum [-lactamase-
producing multidrug-resistant Enterobacteriaceae through the consumption of chicken

and sushi products (2018). Int. J. Food Microbiol. 269, 80-86.
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1. Introduccion

Escherichia coli es un microorganismo Gram negativo muy ubicuo, que ademas
de formar parte de la microbiota intestinal de la mayoria de especies animales es uno de
los principales agentes etiologicos de distintas infecciones urinarias o gastrointestinales
(Allocati et al., 2013).

La gran diversidad de cepas de E. coli ha suscitado diversas clasificaciones a lo
largo de los afios (Johnson and Russo, 2002). Segun su capacidad patdgena se pueden
diferenciar cepas comensales, intestinales y extraintestinales y se ha visto que albergan
numerosos factores de virulencia y genes de resistencia a antibiéticos (Branger et al.,
2005). Herzer et al. (1990) idearon un sistema de clasificacion independiente de la
capacidad patdgena, estableciendo 4 filogrupos: A, B1, B2 y D. Posteriormente, se
encontrd una relacion entre los distintos filogrupos y la capacidad patogena de las cepas.
Asi, los filogrupos A y B1 albergan cepas comensales con bajo poder virulento,
mientras que los filogrupos B2 y D incluyen fundamentalmente cepas patdgenas
extraintestinales que expresan factores de virulencia responsables de promover las
etapas de colonizacion, adherencia, invasion, etc (Johnson et al., 2001; Gongalves et al.,
2010; Millan et al., 2014). Mas adelante, Clermont et al. (2000) desarrollaron una
técnica molecular para la deteccion de estos cuatro grupos filogenéticos, que fue
mejorada afios después modificando los cebadores y las condiciones de la PCR
(Clermont et al., 2013). Asi, la nueva clasificacion filogenética alberga siete filogrupos
(A, B1, B2, C, D, Ey F) que pertenecen a la especie E. coli sensu stricto y un octavo
que pertenece al clado de Escherichia. Este clado se divide en cinco grupos (Clados I-
V), muy parecidos fenotipica y biogquimicamente a E. coli, pero genéticamente distantes

(Clermont et al., 2011).
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Dado el interés por los estudios filogenéticos de estas cepas, Wirth et al. (2006)
desarrollaron una base de datos para el estudio de E. coli mediante Multilocus Sequence
Typing (MLST). Asi, cada cepa de E. coli se asocia con una secuencia tipo (ST) y
complejo clonal (CC). Diversos estudios han investigado la estructura poblacional de
los distintos aislamientos de E. coli productoras de BLEE y se ha podido observar la
gran diversidad de STs existentes. Ademas, se han encontrado maltiples asociaciones
entre distintos complejos clonales y filogrupos, como es el caso de la ST131 y el
filogrupo B2 (Mathers et al., 2015; Merino et al., 2016).

Por tanto, resulta interesante determinar las relaciones génicas de cepas de E.
coli productoras de B-lactamasas de espectro extendido presentes en distintos entornos.
Asi, el objetivo principal de este capitulo ha sido caracterizar la diversidad clonal de una
coleccidn de cepas de E. coli productoras de BLEE aisladas en Navarra (entorno animal,
ambiental y humano), procedentes de diversos estudios realizados por nuestro grupo de
investigacion. En concreto, se han seleccionado cepas aisladas de carnes de pollo y
pavo, como representantes del entorno animal, dada la alta prevalencia de bacterias
productoras de BLEE encontrada en este grupo de alimentos (Ojer-Usoz et al., 2013;
Vitas et al., 2018); cepas aisladas de entornos acuaticos (rios, colectores y estaciones
depuradoras de aguas residuales [EDARY]) (Ojer-Usoz et al., 2014; Pérez-Etayo et al.,
2020) y, por ultimo, cepas de origen humano procedentes de portadores sanos

(Gonzalez et al., 2019).
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2. Material y Métodos
2.1. Seleccion de cepas de E. coli

Para llevar a cabo este estudio se seleccionaron 59 cepas de E. coli aisladas de
alimentos procesados de pavo y pollo (n=21), aguas (n=25) y portadores sanos (n=13).
La caracterizacion fenotipica y genotipica confirmd que eran productoras de BLEE,
aunque en dos de ellas no se detectaron genes de B-lactamasas (Vitas et al., 2018;
Gonzélez et al., 2019; Pérez-Etayo et al., 2020). Ademas, se incluyeron en el estudio 2
cepas resistentes a colistina aisladas de aguas (dada la relevancia de la resistencia a este
antibidtico usado en ultima instancia en el tratamiento de infecciones causadas por
bacterias multirresistentes), detectandose el gen mcr-1 en una de ellas (Pérez-Etayo et
al., 2020). Las principales caracteristicas de las 61 cepas en relacién con el tipo de
aislamiento, genes de resistencia y el perfil de resistencia a distintos antibiéticos, se
muestran en la Tabla 2.1. Cabe destacar que el 96,7% de las cepas tenia un perfil de
multirresistencia a antibioticos (MDR) y el 73,8% de MDR extendida (resistencias al

menos a tres o cinco familias de antibioticos, respectivamente).
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Tabla 2.1. Principales caracteristicas de las cepas seleccionadas para este estudio
Perfil de resistencia a antibioticos®
s+
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1 Pollo (F) SHV-12 AMP, PIP,MZ CZ,CXM, CPD, CTX, CAZ, FEP AZT - - - LV, CIP, MXF,NOR TET CHL + +
2 Pollo (H) CTX-M-1 AMP, PIP,MZ CZ,CXM, CPD, CTX, CAZ, FEP AZT AMS - - - TET SXT + o+
3 Pollo (H) SHV-12, TEM-171 AMP, PIP,MZ CZ,CXM, CPD, CTX, CAZ, FEP AZT - - - LV, CIP, MXF,NOR TET CHL + +
4 Pollo (H) CTX-M-1 AMP, PIP,MZ CZ,CXM, CPD, CTX, CAZ, FEP AZT AMC,AMS, TZP ETP, MER,IMP - LV, CIP, MXF,NOR TET SXT, FOT + o+
5 Pollo (N) SHV-12 AMP, PIP,MZ CZ,CXM, CPD, CTX, CAZ, FEP AZT - - - - TET CHL + o+
6 Pollo (H) SHV-12, TEML-278 AMP, PIP,MZ CZ,CXM, CPD, CTX, CAZ, FEP AZT - - - LV, CIP, MXF,NOR TET SXT, CHL + o+
7 Pollo (H) CTX-M-1 AMP, PIP,MZ CZ,CXM, CPD, CTX, CAZ, FEP AZT - - - - - - + -
8 Pollo (H) SHV-12, TEM-171 AMP, PIP,MZ CZ,CXM, CPD, CTX, CAZ, FEP AZT AMS - GM, TO - TET CHL + o+
9 Pollo (H) SHV-12 AMP, PIP,MZ CZ,CXM, CPD, CTX, CAZ, FEP AZT - - - LV, CIP, MXF,NOR TET - + o+
10 Pavo (A) SHV-12 AMP, PIP,MZ CZ,CXM, CPD, CTX, CAZ, FEP AZT - - - MXF TET CHL + o+
11 Pavo (A) SHV-12 AMP, PIP,MZ CZ,CXM, CPD, CTX, CAZ, FEP AZT - - - LV, CIP, MXF,NOR TET CHL + +
12 Pollo (N) SHV-12 AMP, PIP,MZ CZ,CXM, CPD, CTX, CAZ, FEP AZT - - - MXF TET CHL + +
13 Pollo (L) SHV-12, TEM-171 AMP, PIP,MZ CZ,CXM, CPD, CTX, CAZ, FEP AZT - - - LV, CIP, MXF,NOR TET SXT, CHL + o+
14 Pollo (L) SHV-12, CTX-M-1 AMP, PIP,MZ CZ,CXM, CPD, CTX, CAZ, FEP AZT - - - LV, CIP, MXF,NOR TET CHL + o+
15 Pollo (F) SHV-12, TEM-171 AMP, PIP,MZ CZ,CXM, CPD, CTX, CAZ, FEP AZT - - - - - - + -
16 Pollo (F) SHV-12, TEM-171,CTX-M-1 AMP,PIP,MZ CZ,CXM, CPD, CTX, CAZ,FOX FEP AZT AMC - GM, TO - - - + +
17 Pollo (F) SHV-12 AMP, PIP,MZ CZ,CXM, CPD, CTX, CAZ, FEP AZT - - - - TET - + -
18 Pollo (F) CTX-M14 AMP, PIP,MZ CZ,CXM, CPD, CTX, CAZ, FEP AZT AMS - - LV, CIP, MXF,NOR TET SXT + o+
19 Pollo (N) - AMP, PIP,MZ CZ,CXM, CPD, CTX, CAZ, FEP AZT AMS - - LV, CIP, MXF,NOR TET CHL + +

20 Pollo (F) SHV-12, TEM-171, CTX-M-14 AMP,PIP,MZ CZ, CXM, CPD, CTX, CAZ, FEP AZT - - - LV, CIP, MXF,NOR - - +
21 Pavo (F) TEML-278 AMP, PIP,MZ CZ,CXM, CPD, CTX, CAZ,FOX,FEP AZT AMS - - CIP, MXF TET, TIG SXT + o+
22 Agua (R) TEML-278, CTX-M-14 AMP, PIP,MZ CZ,CXM, CPD, CTX, CAZ,FOX,FEP AZT AMS - GM, TO LV,CIP, MXF,NOR TET SXT,FOT,CHL + +
23 Agua (R) TEML-278, CTX-M-14 AMP, PIP,MZ CZ,CXM, CPD, CTX, FOX, FEP AZT AMC, AMS - GM, TO LV, CIP, MXF,NOR TET SXT,FOT,CHL + +
24 Agua (R) TEML-278, CTX-M-14 AMP, PIP,MZ CZ,CXM, CPD, CTX, FOX, FEP AZT AMC, AMS - GM, TO LV,CIP, MXF,NOR TET SXT,FOT,CHL + +
25 Agua (R) CTX-M-15 AMP, PIP,MZ CZ,CXM, CPD, CTX, CAZ,FOXFEP  AZT AMC, AMS MER - LV, CIP, MXF,NOR TET, TIG SXT,CHL + o+
26 Agua (R) TEML-278, CTX-M-14 AMP, PIP,MZ CZ,CXM, CPD, CTX, CAZ, FEP AZT AMS - - LV, CIP, MXF,NOR TET - + 4+
27 Agua (R) CTX-M-1 AMP, PIP,MZ CZ,CXM, CPD, CTX, CAZ, FEP AZT - - - - TET CHL + +
28 Agua (R) CTX-M-1 AMP, PIP,MZ CZ,CXM, CPD, CTX, CAZ, FEP AZT - - - - TET CHL + o+
29 Agua (R) TEML-278, SHV-12 AMP, PIP,MZ CZ,CXM, CPD, CTX, CAZ, FEP AZT - - - - TET + -

30 Agua (R) - - - - - - - - - coL -
31 Agua (E) CTX-M-1 AMP, PIP,MZ CZ,CXM, CPD, CTX, CAZ, FEP AZT AMS - — - TET - + o+
32 Agua (E) TEML-278, CTX-M-14 AMP, PIP,MZ CZ,CXM, CPD, CTX, CAZ, FEP - - - - LV, CIP, MXF,NOR - - + -
33 Agua (E) CTX-M-14 AMP, PIP,MZ CZ,CXM, CPD, CTX, CAZ, FOX,FEP AZT AMS - - - - SXT, FOT + o+
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Tabla 2.1. Cont.

Perfil de resistencia a antibioticos?
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34 Agua (E) CTX-M-15 AMP, PIP,MZ CZ,CXM, CPD, CTX, CAZ, FEP AZT - - - - - SXT + -
35 Agua (E) SHV-12, CTX-M-1 AMP, PIP,MZ CZ,CXM, CPD, CTX, CAZ, FEP AZT - - - LV, CIP, MXF, NOR - CHL + o+
36  Agua (E) TEML-278, SHV-12, CTX-M-1  AMP, PIP,MZ CZ,CXM, CPD, CTX, CAZ, FEP AZT AMC,AMS, TZP - - LV, CIP, MXF, NOR TET SXT, CHL + o+
37  Agua (E) TEM-171, CTX-M-1 AMP, PIP,MZ CZ,CXM, CPD, CTX, CAZ, FEP AZT AMS - - - - - + -
38  Agua (E) TEML-278, CTX-M-14 AMP, PIP,MZ CZ,CXM, CPD, CTX, CAZ, FEP - AMS - GM, TO - TET SXT + o+
39  Agua (E) TEML-278, CTX-M-14 AMP, PIP,MZ CZ,CXM, CPD, CTX, CAZ, FEP - AMS - GM, TO - TET SXT + o+
40  Agua (E) TEML-278, CTX-M-1 AMP, PIP,MZ CZ,CXM, CPD, CTX, CAZ, FEP AZT - - GM, TO LV, CIP, MXF,NOR TET SXT, FOT + o+
41 Agua (E) TEM-171, CTX-M-15 AMP, PIP,MZ CZ,CXM, CPD, CTX, CAZ, FEP AZT - - - - TET + -
42 Agua (E) TEML-278, CTX-M-15 AMP, PIP,MZ CZ,CXM, CPD, CTX, CAZ, FEP AZT AMC, AMS - - - - FOT + o+
43 Agua (E) TEM-176, CTX-M-14, CTX-M-15 AMP, PIP,MZ CZ, CXM, CPD, CTX, CAZ, FEP - - - - - - - -
44 Agua (E) OXA-1, CTX-M-15 AMP, PIP,MZ CZ,CXM, CPD, CTX, CAZ, FEP AZT AMC, AMS - TO LV, CIP, MXF, NOR - SXT + o+
45  Agua (E) TEML-278 AMP, PIP,MZ CZ,CXM, CPD, CTX, FOX, FEP AZT AMC,AMS,TZP ETP,MER,IMP - LV, CIP, MXF, NOR - SXT, FOT + o+
46 Agua (C) CTX-M-15 AMP, PIP,MZ CZ,CXM, CPD, CTX, CAZ, FEP AZT AMC, AMS - - LV, CIP, MXF, NOR TET SXT, CHL + o+
47 Agua (C) CTX-M-15 AMP, PIP,MZ CZ,CXM, CPD, CTX,CAZ, FOX,FEP AZT AMC,AMS, TZP - - - - COL, FOT + o+
48  Agua (C) mer-1 - - - - - - LV, CIP, MXF, NOR TET COL, SXT + -
49 Portador sano TEM-116, CTX-M14 AMP CZ,CXM, FEP - - - - - TET coL + -
50 Portador sano TEM-116, CTX-M14 AMP, PIP,MZ CZ,CXM, CPD, CTX, CAZ, FEP AZT - - GM, TO - TET STX + o+
51 Portador sano TEML-171, CTX-M1 AMP, MZ CZ,CXM, CPD, CAZ, FOX - AMC, AMS - - - - - + -
52 Portador sano TEML-171, CTX-M1 AMP, PIP,MZ CZ,CXM, CPD, CTX, CAZ, FEP AZT AMS - - - - STX + o+
53 Portador sano  TEM-171, CTX-M14, CTX-M15 AMP,PIP,MZ CZ,CXM, CPD, CTX, CAZ, FEP AZT AMS - - - - STX + o+
54 Portador sano CTX-M14 AMP, PIP,MZ CZ,CXM, CPD, CTX, CAZ, FEP AZT - - - - TET STX + o+
55 Portador sano TEM-171 AMP, PIP,MZ CZ,CXM, CPD, CTX, CAZ, FEP AZT - - - LV, CIP, MXF, NOR TET STX + o+
56 Portador sano TEM-171, CTX-M15 AMP, PIP,MZ CZ,CXM, CPD, CTX, CAZ, FEP AZT AMC, AMS - - LV, CIP, MXF, NOR - CcoL + o+
57 Portador sano TEM-171, CTX-M15 AMP, PIP,MZ CZ,CXM, CPD, CTX, CAZ, FEP AZT AMS - - LV, CIP, MXF, NOR - FOT + o+
58 Portador sano CTX-M14 AMP, PIP,MZ CZ,CXM, CPD, CTX, CAZ, FEP AZT - - - LV, CIP, MXF, NOR - - + -
59 Portador sano CTX-M14 AMP, PIP,MZ CZ,CXM, CPD, CTX, CAZ, FEP AZT - - - LV, CIP, MXF, NOR - - + -
60 Portador sano CTX-M15 AMP, PIP,MZ CZ,CXM, CPD, CTX, CAZ, FEP AZT AMS - - LV, CIP, MXF, NOR - STX + o+
61 Portador sano AMP, PIP, MZ CZ,CXM, CPD, CTX, CAZ, FEP AZT - - - LV, CIP, MXF, NOR - STX + o+

LF, filete; H, hamburguesa N, nugget; A, albdndigas; L, longaniza; R, rio; E, EDAR; C, colector. 2AMP, ampicilina; PIP, piperacilina; MZ, mezlocilina; CZ, cefazolina;
CXM, cefuroxima; CPD, cefpodoxima, CTX, cefotaxima; CAZ, ceftazidima, FOX, cefoxitina; FEP, cefepime; AZT, aztreonam; AMC, amoxicilina-acido clavulanico; AMS,
ampicilina-sulbactam; TZP, piperacilina-tazobactam; ETP, ertapenem; MER, meropenem; IMP, imipenem; GM, gentamicin; TO, tobramicina; LV, levofloxacino; CIP,

ciprofloxacino; MXF, moxifloxacin; NOR, norfloxacino, TET, tetraciclina; SXT, trimetroprim-sulfametoxazol; FOT, fosfomicina; CHL, cloranfenicol ,

COL, colistina.
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2.2. Extraccion del ADN bacteriano

A partir de un cultivo fresco se inoculd una colonia en 5 ml de caldo Brain Heart
Infusion (BHI, Scharlab) y se incub6 a 37°C durante 18-24 h. A partir del caldo crecido
se tomaron 2 ml para su centrifugacion a 5000 X g. durante 10 min (Fisher Micro
Centrifuge Model 235A). Seguidamente se extrajo el ADN total empleando el Kit
DNeasy® Blood & Tissue (Qiagen, Barcelona, Espafia), con un protocolo modificado
de pre-tratamiento para bacterias Gram negativas, siguiendo las instrucciones del
fabricante. Por dltimo, se comprobd la calidad y concentracién (ng/ul) del ADN
extraido mediante el espectrofotometro NANO DROP 100 (Thermo Fisher Scientific,
Wilmington, Estados Unidos). Los extractos se conservaron a -20°C hasta su utilizacion.

2.3. Determinacion de grupos filogenéticos

La determinacion de los grupos filogenéticos se realizd6 mediante la técnica de
PCR descrita por Clermont et al. (2013), que consiste en una PCR cuadruplex y dos
PCRs simples. Esta reaccion se basa en la amplificacion de tres genes (chuA, yjaA y
arpA) y un fragmento de ADN (TspE4.C2) que permite clasificar cada una de las cepas
en uno de los ochos grupos filogenéticos de E. coli (A, B1, B2, C, D, E, Fy Escherichia
clado I).

Las distintas reacciones de PCR se realizaron en un volumen final de 25 pl. El
primer paso fue realizar la PCR cuadruplex, empleando las siguientes cantidades: 2 pl
de ADN, 2,5 ul de buffer 10X (Bioline), 2,5 ul de dNTPs (Bioline), 1 ul de MgCl, 50
mM (Bioline), 2 pul de los cebadores chuA.1b, chuA.2, yjaA.1b, yjaA.2b, TspE4.C2.1b,
TspE4.C2.2b, AceK.f y ArpAl.R (Sigma Aldrich), 1,5 U de Inmolase™ DNA
polymerase (Bioline) y agua tipo Il (Millipore) hasta completar el volumen final. Las

condiciones de la reaccién de amplificacion fueron las siguientes: 4 min a 95°C,
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seguido de 30 ciclos de 35 s a 95°C, 45 s a 59°C, 2 min a 72°C y un ciclo final de 5 min
a72°C.

A partir del genotipo cuadruple obtenido, o bien se asignd directamente cada
cepa a un filogrupo, o se realizaron otras dos PCRs simples adicionales. En estas dos
PCRs simples se utilizaron las mismas condiciones descritas anteriormente, pero
afiadiendo los cebadores especificos E y C y sus temperaturas de hibridacion
correspondientes: 57°C (grupo E) y 59°C (grupo C). Todas las secuencias nucleotidicas
de los cebadores empleados se detallan en la Tabla 2.2.

Tabla 2.2. Secuencias de los cebadores empleados para la PCR cuéadruplex y PCRs simples
(Clermont et al., 2013)

Tamafo
PCR Cebador* Gen Secuencias del cebador (5-3") amplicén
(pb)
chuA.1b chuA ATGGTACCGGACGAACCAAC 288
chuA.2 TGCCGCCAGTACCAAAGACA
yj_aA.lb yjaA CAAACGTGAAGTGTCAGGAG 211
Quadruplex yjaA.2b AATGCGTTCCTCAACCTGTG
TspE4C2.1b TSpE4.C2 CACTATTCGTAAGGTCATCC 152
TspE4C2.2b ' AGTTTATCGCTGCGGGTCGC
AceK.Fw arpA AACGCTATTCGCCAGCTTGC 400
ArpAl.Rv TCTCCCCATACCGTACGCTA
Grupo E ArpAgpE.Fw arpA GATTCCATCTTGTCAAAATATGCC 301
ArpAgpE.Rv GAAAAGAAAAAGAATTCCCAAGAG
trpAgpC.1 AGTTTTATGCCCAGTGCGAG
Grupo € 4 oAgpC.2 UPA  TCTGCGCCGGTCACGCCC e
Control  trpBA.Fw rpA CGGCGATAAAGACATCTTCAC 489

interno  trpBA.Rv GCAACGCGGCCTGGCGGAAG

*Fw: Forward; Rv: Reverse.

Los productos amplificados se separaron mediante electroforesis en gel de
agarosa. Esta técnica se basa en la migracion unidireccional del ADN a través de una
matriz porosa cuando se aplica un campo eléctrico. La migracion es proporcional al
logaritmo del peso molecular, lo que permite discriminar las bandas segun el tamafio de
los fragmentos. Los tamafos de los amplicones se calcularon en comparacion con el
marcador de peso molecular 1 kb plus DNA Ladder (Invitrogen, Barcelona, Espaiia). Se

prepard un gel de agarosa al 1% mezclando 1 g de agarosa (Pronadisa, Alcobendas,
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Madrid, Espafia) y 100 ml de una solucion de TBE 1X (Sigma Aldrich). Se utilizd un
sistema de voltaje constante a 120 V (Bio-Rad, Hércules, CA, EEUU) durante 45 min y
posteriormente se tifid el gel durante 10 min en una solucién de bromuro de etidio (Bio-
Rad). Finalmente, se visualizd el gel en un transiluminador de luz ultravioleta
(Universal Hood IlI, BioRad). La Figura 2.1. ilustra el aspecto de los geles de

electroforesis de la PCR cuadruplex.

arpA 400pb
chuA 288pb
yjaA 211pb
TspE 152pb

Figura 2.1. Ejemplo de un gel de electroforesis de una PCR cuadruplex. Calles 1-5: cepas de E.
coli n°1 al n° 5 aisladas de alimentos (Tabla 2.1)

Para clasificar las cepas en los filogrupos descritos anteriormente, se siguié el
arbol de decision dicotdbmica propuesto por Clermont et al. (2013), basado en la

presencia o ausencia de estos fragmentos de ADN (Figura 2.2).
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Figura 2.2. Esquema de flujo que permite la determinacion del grupo filogenético de una cepa
de E. coli basada en los resultados de la amplificacion por PCR de los distintos genes (Clermont
etal., 2013).
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2.4. Multilocus Sequence Typing (MLST)

Se llevo a cabo la técnica de MLST desarrollada por Wirth et al. (2006), que
permitio asignar a cada cepa su correspondiente secuencia tipo (ST) y complejo clonal
(CC). Para ello, se realizaron distintas PCRs utilizando siete genes conservados de E.
coli, seleccionados de la base de datos de MLST de la Universidad de Warwick. Estos
genes codifican para las siguientes proteinas: adk, adenilato ciclasa; fumC, fumarato
hidratasa; gyrB, ADN girasa; icd, isocitrato/isopropilmalato deshidrogenasa; mdh,
malato deshidrogenasa; purA, adenilosuccinato y recA, motivo union a ATP/GTP.

La reaccion de PCR para el andlisis del MLST se realizd segun el procedimiento
descrito por Tartof et al. (2005) en un volumen total de 50 ul: 3 pl del ADN extraido
anteriormente, 5 pl de buffer 10X (Bioline), 5 ul de dNTPs (Bioline), 1,5 pl de MgClz
50 mM (Bioline), 2 pl de cada cebador (Sigma-Aldrich), 1,5 U de Inmolase™ (Bioline)
y agua tipo Il (Millipore) hasta completar el volumen final (Tabla 2.3).

Tabla 2.3. Secuencias de los cebadores y condiciones de ensayo para el tipado de E. coli por
MLST (Tartof et al., 2005)

T Tamario
Gen Cebador” Secuencias del cebador (5°-3") hibridacion amplicén
°C) (pb)
adk Adk-Fw  ATTCTGCTTGGCGCTCCGGG 54 583
Adk-Rv  CCGTCAACTTTCGCGTATTT
FumC-Fw TCACAGGTCGCCAGCGCTTC
UMC £ iMC-RV GTACGCAGCGAAAAAGATTC >4 806
icd Icd-Fw  ATGGAAAGTAAAGTAGTTGTTCCGGCACA 54 878
Icd-Rv GGACGCAGCAGGATCTGTT
puUrA purA-Fw CGCGCTGATGAAAGAGATGA 54 316
purA-Rv  CATACGGTAAGCCACGCAGA
ayrB gyrB-Fw TCGGCGACACGGATGACGGC 60 380
gyrB-Rv. ATCAGGCCTTCACGCGCATC

recA recA-Fw CGCATTCGCTTTACCCTGACC 60 734
recA-Rv. - TCGTCGAAATCTACGGACCGGA

mdh-Fw  ATGAAAGTCGCAGTCCTCGGCGCTGCTGGCGG

il mdh-Rv.  TTAACGAACTCCTGCCCCAGAGCGATATCTTTCTT o 932

*Fw: Forward; Rv: Reverse

Las condiciones de la reaccion de amplificacion fueron las siguientes: 3 min a

94°C; seguido de 30 ciclos de 1 min 59°C, 1 min a la temperatura de unién de cada
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cebador, 2 min a 72°C, y un ciclo final de 5 min a 72°C. Los productos amplificados se
separaron mediante electroforesis en gel de agarosa al 2% (ver apartado 2.3).
Posteriormente, los amplicones se secuenciaron en el servicio EZ-Seq de
Macrogen Europe (Amsterdam, Paises Bajos). Las secuencias obtenidas en formato
FASTA se editaron con distintas herramientas bioinformaticas (Sequence Massager,
Reverse complement, etc.) y se compararon con la base de datos MLST Warwich

(http://mlst.warwick.ac.uk/mlst/dbs/Ecoli) utilizando la herramienta ClustalOmega

(https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/). De este modo, se introdujo la secuencia
obtenida del gen bajo estudio, pudiendo asi determinar a qué secuencia alélica
correspondia. Se repitid este proceso para obtener los alelos correspondientes a los siete
genes estudiados y finalmente se asignd cada resultado con la secuencia tipo (ST) y
complejo clonal (CC) correspondiente. Por Gltimo, una vez analizadas todas las cepas de
E. coli, se introdujeron los datos de cada alelo, las ST y los CC en el programa
BioNumerics version 7.6 (Applied Maths NV/bioMérieux, Sint-Martens-Latem,
Belgium). De este modo se crearon arboles filogenéticos o MST (Minimun Spanning
Tree) que se basan en el niumero de alelos comunes de cada cepa. Este algoritmo
matematico permite reconstruir a partir de los datos del MLST las relaciones
filogenéticas existentes entre las distintas cepas aisladas y los diferentes grupos
clonales.
2.5. Analisis estadistico

Los datos obtenidos se procesaron con el software SPSS versién 15.0 (SPSS

Inc., Chicago, IL, EEUU) aplicando la prueba de Chi-cuadrado (X?) con un nivel de

significacion de p<0,05.
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3. Resultados
3.1. Clasificacion de las cepas de E. coli BLEE segun grupos filogenéticos.

Las 61 cepas de E. coli analizadas se clasificaron en los distintos grupos
filogenéticos mencionados anteriormente, tal y como se muestra en la Figura 2.3. Se
observa que el filogrupo A es el que agrupa el mayor nimero de cepas (29,5%), seguido
del B1y B2. Los grupos filogenéticos C, E y Clado I o 1l fueron los menos prevalentes.
Por otro lado, en un 8,2% de las cepas (n=5) no se pudo llevar a cabo la clasificacion
filogenética, por lo que fue necesario realizar la técnica MLST como veremos

posteriormente.

40-
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Figura 2.3. Porcentajes de cepas de E. coli por grupos filogenéticos.

La distribucion de filogrupos teniendo en cuenta la procedencia de cada cepa se
muestra en la Figura 2.4. Se observa que las cepas procedentes de alimentos y aguas
pertenecen principalmente al filogrupo A, mientras que las cepas humanas (portadores

sanos) se asocian en su mayoria al filogrupo B2.
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Desconocido g, Desconocido Desconocido A
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Figura 2.4. Distribucién de las cepas de E. coli en grupos filogenéticos segln su origen.

Los filogrupos B2 y D (que incluyen fundamentalmente cepas patégenas
extraintestinales) se identificaron Unicamente entre las cepas aisladas de aguas y de
portadores sanos, con una mayor prevalencia del grupo B2 en el entorno humano. Por el
contrario, los filogrupos A, B1 y C (que albergan principalmente cepas comensales con
bajo poder virulento) se detectaron en los tres entornos estudiados, no encontrandose
diferencias significativas en las prevalencias observadas (p>0.05) (en el caso del
filogrupo B1 probablemente debidas al pequefio tamafio muestral de portadores sanos).
Por otro lado, cabe destacar que los filogrupos F y Clado | o Il solamente estuvieron
presentes en cepas de alimentos y la deteccidn del nuevo filogrupo E en una Unica cepa
aislada de agua.

Al mismo tiempo, se estudio la relacion de los principales genes bla presentes en
estas cepas (Tabla 2.1) con los grupos filogenéticos (Figura 2.5). En general, no se
encontrd una asociacion de genes bla con un determinado grupo filogenético, aunque se
observa que las cepas de E. coli productoras de blactx-m15 pertenecian en su mayoria al
filogrupo B2 (42%), a diferencia de blacrx-m1, que se asocio principalmente al filogrupo
comensal A. Los filogrupos A, B1, F y D se encontraron asociados con todos los tipos
de BLEE (excepto CTX-M15 en el caso de los filogrupos F y D; y SHV-12 en el
filogrupo D). Por otro lado, el grupo filogenético B2 se asoci6 con los genes blactx-mi4,

blacTx-m1s y blatem-171, mientras que el grupo C solamente fue encontrado en asociacion
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con genes bla del tipo CTX-M (excepto blactx-m14). Finalmente, cabe destacar que el
Clado | o Il solo se detectd en cepas portadoras de blasnv-12 y el filogrupo E fue

asociado unicamente con una cepa portadora de dos tipos de B-lactamasas, blactx-miay

CTX-M14 CTX-M15 CTX-M1

Desconocido A Desconocido
E 8% 17% F 7%
8%

7%

B1

8% 14%

7%

2% 15%
TEM-171 SHV-12
Desconocido Desconocido
14% 11%
A Clado I o IT
29% 6%

7%

39%

7%
22%

B2
21% 22%

22%

blacTtx-mis.

Figura 2.5. Distribucion de cepas de E. coli productoras de distintos tipos de BLEE en los
grupos filogenéticos

3.2.Analisis de complejos clonales y secuencias tipo mediante MLST

El analisis de los datos obtenidos por MLST mediante el programa
BioNumerics, permitio establecer las relaciones taxonomicas y filogenéticas mediante la
creacion de distintos arboles filogenéticos con la herramienta MST (Minimun spanning
tree). Las Figuras 2.6 a 2.13 muestran el nimero de alelos discordantes entre los perfiles
de las cepas representados mediante las lineas de union entre los nodos (lineas negritas,
continuas, con guiones o punteadas en funcién de la presencia de 1, 2, 3 y 4 alelos

discordantes, respectivamente).
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3.2.1.

El analisis MLST de las cepas de E. coli productoras de BLEE aisladas de carne

de pavo y pollo mostro una gran diversidad de ST, con un total de 15 diferentes en 21
cepas (Figura 2.6). La ST prevalente fue ST117 (14,3%), seguida de ST23 (9,5%) y

ST354 (9,5%). Ademas, dos de las cepas no se asociaron con ninguna secuencia tipo

conocida.

Figura 2.6. Composicion clonal por MST de las cepas de E. coli productoras de BLEE aisladas
de alimentos. Cada circulo corresponde con una ST, siendo su tamafio proporcional al nimero
de aislados. Las lineas de unién entre los distintos nodos (lineas negritas, continuas, con guiones
0 punteadas) muestran el n° de alelos discordantes entre los perfiles de las cepas (1, 2, 3y 4

ST y CC en cepas procedentes de alimentos

ST2085
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ST354

ST23

alelos, respectivamente).
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En términos de complejo clonal (CC), se detectaron 5 CC diferentes y los
predominantes fueron 23CC, 354CC y 168CC (9,5%), ya que, hasta la fecha, la
secuencia tipo ST117 no esta asociada con ningan complejo conocido (Figura 2.7). Los
otros dos complejos clonales detectados fueron el 10CC y 101CC, este ultimo asociado
con el filogrupo comensal B1. A pesar de las distancias encontradas en el arbol
filogenético, las 3 cepas pertenecientes a la ST117, una cepa ST2085 y las dos cepas
ST354 se identificaron como pertenecientes al nuevo filogrupo F. En cuanto a las cepas
que se agruparon en los complejos clonales 168CC y 10CC todas ellas se asociaron al
filogrupo A, mientras que las dos pertenecientes al complejo clonal 23CC, eran de
distintos filogrupos (C y Clado 1 o I1).

ST2085

ST117

m >

ST665
B1

Desconocido
Cladololl
C

ENOEEO

ST373

ST101 10CC ST6094

101cc@ =i

ST937

ST1524 OSTZSQQ
ST6648
ST desconocida %
.ST desconocida
ST354 OSTZOGZ

354CC

ST354

23CC
ST23

Figura 2.7. Composicion clonal por MST de las cepas de E. coli productoras de BLEE aisladas
de alimentos en relacion con el filogrupo al que corresponde cada aislado, tal como indican los
colores de la leyenda. Las areas sombreadas indican los CC detectados que agrupan distintas
ST. Las lineas de unién entre los distintos nodos (lineas negritas, continuas, con guiones o
punteadas) muestran el n® de alelos discordantes entre los perfiles de las cepas (1, 2, 3y 4
alelos, respectivamente).
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3.2.2. ST y CC en cepas procedentes de aguas.

El estudio filogenético por MLST de las 27 cepas aisladas de entornos acuaticos,
mostré la presencia de 20 secuencias tipo diferentes, siendo las mas frecuentes ST131,
ST1434, ST1486 y ST38, todas ellas con una prevalencia del 7,4% (Figura 2.8). Por
otro lado, tres de las cepas no se asociaron con ninguna secuencia tipo conocida.

ST2914
ST130

O

ST desconocida

O @

ST410

ST297

ST1486
ST227

ST1434

ST155

ST162
ST746 ST desconocida

. STeT01 ST1123 ..

sTist ST2599

Figura 2.8. Composicion clonal por MST de las cepas de E. coli productoras de BLEE aisladas
de aguas. Cada circulo corresponde con una ST, siendo su tamafio proporcional al nimero de
aislados. Las lineas de union entre los distintos nodos (lineas negritas, continuas, con guiones o
punteadas) muestran el n° de alelos discordantes entre los perfiles de las cepas (1, 2, 3y 4
alelos, respectivamente).

Se detectaron 8 complejos clonales diferentes, con una prevalencia idéntica entre
10CC, 131CC y 38CC (7,4%). En cuanto al origen de las cepas, hay que destacar que a
excepcion del 155CC y 23CC que han sido detectados en colector de un matadero y de
un rio, respectivamente, el resto de los complejos clonales han sido detectados en aguas
procedentes de estaciones depuradoras de aguas residuales (EDAR). Tal como esta

descrito en la bibliografia (Mathers et al., 2015; Merino et al., 2016), las dos cepas
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asociadas al complejo clonal 131CC se encuadraron dentro del filogrupo patégeno B2,
mientras que las cepas del complejo 38CC se asociaron con el filogrupo D (Figura 2.9).
Por otro lado, la cepa perteneciente al complejo 155CC y portadora del gen de
resistencia a colistina mcr-1 también se asignoé al filogrupo B2, a pesar de encontrarse
filogenéticamente distante del 131CC. Los filogrupos A y Bl se asociaron con una
mayor diversidad de ST, repartidas por todo el arbol filogenético y el complejo 10CC se
relacioné con el filogrupo A, al igual que una de las cepas anteriores aisladas de
muestras de pollo. Lo mismo ocurrié con el complejo 23CC, que se detectd Unicamente
en una cepa y en este caso perteneciente al filogrupo C. Finalmente, el nuevo filogrupo

E detectado en una Unica cepa, parece estar relacionado con el complejo clonal 31CC

(ST130).

ST2914

sT120 @ 329cc
31CC O N
b s
ST desconocida . B2

]
® @ 0
38CC I:l Desconocido
23CC O E
ST410
ST297 g c
ST1486
ST227
ST1434
ST??G.
ST636.
. ST6701 ST1123
ST131 .

131CC 5T2599

Figura 2.9. Composicion clonal por MST de las cepas de E. coli productoras de BLEE aisladas
de aguas. Cada circulo corresponde con una ST, siendo su tamafio proporcional al nimero de
aislados. El color de los circulos indica el filogrupo al que corresponde cada aislado, tal como se
indica en la leyenda. Las areas sombreadas indican los CC detectados que agrupan distintas ST.
Las lineas de union entre los distintos nodos (lineas negritas, continuas, con guiones o
punteadas) muestran el n° de alelos discordantes entre los perfiles de las cepas (1, 2, 3y 4
alelos, respectivamente).
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3.2.3. ST y CC en cepas procedentes de portadores sanos.

La composicién clonal de las 13 cepas de E. coli productoras de BLEEs aisladas
de portadores sanos, se muestra en la Figura 2.10. Se han detectado 5 ST diferentes,
siendo la ST131 la méas prevalente (30,8%). El resto de ST estan representadas en 4
cepas diferentes (ST971, ST2404, ST38 y ST3483), mientras que las 5 cepas restantes

no se vieron relacionadas con ninguna secuencia tipo conocida.

ST desconocida

ST desconocida

ST971O

ST désconocida @O
ST131

ST desconocida ST3483

ST2404
§T38

ST desconocida

Figura 2.10. Composicién clonal por MST de las cepas de E. coli productoras de BLEE
aisladas de portadores sanos. Cada circulo corresponde con una ST, siendo su tamafio
proporcional al nimero de aislados. Las lineas de unién entre los distintos nodos (lineas
negritas, continuas, con guiones o punteadas) muestran el n° de alelos discordantes (1, 2, 3y 4
alelos respectivamente) entre los perfiles de las cepas.

A su vez se establecieron 2 complejos clonales diferentes: las 4 cepas
correspondientes a ST131 y la cepa ST3483 (todas ellas pertenecientes al filogrupo B2)
se definieron como 131CC, mientras que el complejo clonal 38CC incluyd solamente a
la cepa ST38, asociada con el filogrupo D (Figura 2.11). Como se puede observar en el
MST, ambos complejos se encuentran préximos y han sido relacionados con cepas mas

patdgenas.
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Figura 2.11. Composicién clonal por MST de las cepas de E. coli productoras de BLEE
aisladas de portadores sanos. El color de los circulos indica el filogrupo al que corresponde cada
aislado, tal como se indica en la leyenda. Las areas sombreadas indican los CC detectados que
agrupan distintas ST. Las lineas de union entre los distintos nodos (lineas negritas, continuas,
con guiones 0 punteadas) muestran el n° de alelos discordantes (1, 2, 3 y 4 alelos
respectivamente) entre los perfiles de las cepas.

3.24. Relacion de ST y CC de cepas aisladas de distintos entornos

En la Figura 2.12 se identifican las 36 STs y 11 CCs determinados en este
estudio en relacion con el tipo de ambiente en el que fueron aisladas cada una de las
cepas. A pesar de que algunas STs se agrupan de manera homogénea segun nichos de
aislamientos, las que estan sefialadas con flechas aparecen en distintos entornos (ST10,
ST131, ST2599 y ST38). Cabe resaltar que la misma ST o CC no ha sido compartida
por cepas procedentes de los tres entornos y tampoco se ha dado la coincidencia entre
cepas aisladas de alimentos y portadores sanos.

La ST131 (asociada con el filogrupo B2) ha sido la méas prevalente (presente en
4 cepas de portadores sanos y 2 cepas de entornos acuéaticos), seguida de la ST117
(asociada con el filogrupo F) que en este caso solamente se ha encontrado en entorno

animal y ST38 (asociada con el filogrupo D) diseminada entre entornos acuéticos y de

123



Capitulo 2

origen humano. Por su parte, el 131CC ha sido el que ha agrupado mayor n° de cepas

(11,5%), seguido de 10CC, 38CC y 23CC, con tres cepas cada uno de ellos.
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Figura 2.12. Composicidn clonal por MST de las cepas de E. coli productoras de BLEE segun
la fuente de aislamiento. Cada circulo corresponde con una ST, siendo su tamafio proporcional
al nimero de aislados. El color de los circulos indica el origen de la muestra segun se indica en
la leyenda. Las areas sombreadas indican los CC detectados que agrupan distintas ST. Las
lineas de union entre los distintos nodos (lineas negritas, continuas, con guiones o punteadas)
muestran el n° de alelos discordantes entre los perfiles de las cepas (1, 2, 3 y 4 alelos,
respectivamente).
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En la Figura 2.13, se muestra el mapa general de las distintas ST en relacion con
el tipo de B-lactamasa que produce cada cepa. Las relaciones filogenéticas se han
establecido teniendo en cuenta el grupo CTX-M como gen bla principal cuando las
cepas presentaban mas de un tipo de B-lactamasa diferente. En el caso de presentar
unicamente otro tipo de gen (SHV o TEM), estas se muestran en el arbol filogenético
como “otras BLEEs” tal como indica la leyenda.

Las 6 cepas pertenecientes al complejo clonal 131CC (aisladas de aguas y
portadores sanos) son productoras de blactx-m14 Yy blactx-mis (o incluso de ambas B-
lactamasas juntas), mientras que el complejo 38CC detectado en estos mismos
ambientes, esta relacionado con cepas productoras de blactx-mi14 y blactx-m1. En el caso
de las cepas aisladas de aguas y alimentos pertenecientes al 10CC, éstas son productoras
de blactx-m1 Y blactx-mis, como es el caso de las cepas pertenecientes al 23CC, que
ademas incluye una productora de SHV-12. Por otro lado, las cepas agrupadas en el
complejo 168CC son portadoras de blacrx-m1, a diferencia de las asociadas con 354CC
que son productoras de otros tipos de B-lactamasas como blasnv-12 0 blatem-171. De la
misma manera, las cepas correspondientes al complejo 101CC, asi como otras
secuencias tipo (ST117, ST1524, ST937, etc) también son productoras de estos tipos de
B-lactamasas. Finalmente, las cepas correspondientes con las secuencias tipo ST971,

ST746, ST2404 y ST6094, asi como otras desconocidas, son productoras de blactx-m14.

125



Capitulo 2

ST desconocidasto&
ST desconocida L i I:l Otras BLEEs
ST6648
- & ss 1550C B crxwvig
S§T2404 ST desconocida B oo
el 5
O crx-m14, cTX-M15

ST desconocida |

ST1524

ST776
O ST937
S | ST1486

ST297

ST410

g chzscc
SR> .
ST227 - ST6701 ‘\’fnsz

O/ “xi O .ST desconocaj.(d_:f.l$.8_|_1 193

ST4599 ST665 . . ST2599

‘ 38CC O\'

ST6094

ST{th ST38 ST2599
ST2085 31CC ST;Z;“CC
ST354

354CC

Figura 2.13. Composicion clonal por MST de las 61 cepas de E. coli productoras de BLEE
analizadas. Cada circulo corresponde con una ST, siendo su tamafio proporcional al nimero de
aislados. El color de los circulos indica el tipo de B-lactamasa producida por cada cepa, tal como
se indica en la leyenda. Las &reas sombreadas indican los CC detectados que agrupan distintas
ST. Las lineas de unidn entre los distintos nodos (lineas negritas, continuas, con guiones o
punteadas) muestran el n® de alelos discordantes entre los perfiles de las cepas (1, 2, 3y 4
alelos, respectivamente).

Finalmente, a modo de resumen, la Tabla 2.4 muestra todas las caracteristicas
filogenéticas determinadas en este capitulo, junto con los genes bla presentes en cada

una de las cepas.
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Tabla 2.4. Caracteristicas filogenéticas de las cepas de E. coli productoras de BLEE aisladas de
distintos entornos (azul=aguas; naranja= alimentos; amarillo=portador sano).

Complejo clonal

Secuencia tipo

(o) sT) B-lactamasa Filogrupos N° Cepa
TEML-278, CTX-M14 B2 32
OXA-1, CTX-M15 B2 44
TEM-171, CTX-M14, CTX-M15 B2 53
131CC ST131 TEM-171, CTX-M15 B2 56
TEM-171, CTX-M15 B2 57
CTX-M14 B2 58
ST3483 CTX-M14 B2 59
ST10 SHV-12, TEM-171, CTX-M-1 A 16
10CC CTX-M1, SHV-12 A 35
ST227 TEML-278, CTX-M15 A 42
TEML-278, CTX-M14 D 38
38CC ST38 TEML-278, CTX-M14 D 39
TEML-171, CTX-M1 D 51
CTX-M-1 C 4
23CC ST23 SHV-12 Clade 1 o 1l 10
ST410 CTX-M15 C 25
SHV-12 F 9
3s4cc ST354 SHV-12, TEM-171 F 13
ST373 CTX-M-1 A 7
168CC ST93 SHV-12, CTX-M-1 A 14
155CC ST155 mcr-1 B2 48
101CC ST101 SHV-12, TEM-171 Bl 3
31CC ST130 TEM-176, CTX-M15, CTX-M14 E 43
349CC ST2914 CTX-M14 D 33
469CC ST162 TEML-278, CTX-M1, SHV-12 Bl 36
CTX-M-1 F 2
NA ST117 SHV-12 F 17
CTX-M14 F 18
NA ST1434 TEML-278, CTX-M14 Bl 22
TEML-278, CTX-M14 Bl 23
NA ST1486 CTX-M1 A 27
CTX-M1 A 28
ST2599 SHV-12, TEML-278 Desconocido 6
TEML-278, CTX-M14 Bl 26
ST6648 SHV-12 A 1
ST2085 SHV-12 F 5
ST2062 SHV-12, TEM-171 Desconocido 8
ST665 SHV-12 A 12
ST937 SHV-12, TEM-171 Bl 15
ST1524 ND Bl 19
ST6094 SHV-12, TEM-171, CTX-M-14 A 20
NA ST746 TEML-278, CTX-M14 A 24
ST6701 CTX-M1 A 31
ST636 CTX-M15 B2 34
ST1123 TEM-171, CTX-M1 B1 37
ST776 TEML-278, SHV-12 Bl 29
ST4599 TEM-171, CTX-M15 A 41
ST297 CTX-M15 Bl 46
ST52 TEML-278 A 45
ST971 TEM-116, CTX-M14 Bl 49
ST2404 TEM-116, CTX-M14 A 50
SHV-12 A 11
TEML-278 Bl 21
TEML-278, CTX-M1 D 40
ND Desconocido 30
NA ST desconocida CTX-M15 Desconoc!do 47
TEML-171, CTX-M1 Desconocido 52
CTX-M14 A 54
TEM-171 A 55
CTX-M15 C 60
ND D 61

Origen

NA: no asociado con ningun complejo clonal conocido; ND: No detectado.
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4. Discusion

Los datos obtenidos en este estudio muestran las relaciones filogenéticas
existentes entre las cepas de E. coli productoras de BLEE aisladas de distintos
ambientes extrahospitalarios (entorno animal, ambiental y humano) en la Comunidad
Foral de Navarra.

Los grupos filogenéticos prevalentes en alimentos han sido el A (33%), F (29%),
B1 (19%), coincidiendo con la prevalencia observada en las cepas aisladas de aguas con
la excepcidon del filogrupo F, que no ha sido detectado en entornos acuéticos (29% y
26%, grupos A y B1 respectivamente). Sin embargo, en portadores sanos el filogrupo
prevalente ha sido el B2 (39%), seguido del A (23%) y D (15%). Se ha establecido una
relacién entre virulencia y filogenia en las cepas de E. coli basada en la mayoria de los
casos en el estudio de los 4 principales grupos filogenéticos (A, B1, B2 y D) (Escobar-
Paramo et al., 2004; Carlos et al., 2010). De esta manera, las cepas causantes de
infecciones extraintestinales han sido asociadas con el filogrupo B2 y en menor medida
con el D, mientras que las cepas comensales estan asociadas con los grupos A y Bl
(Massot et al., 2016). Sin embargo, segun el Gltimo esquema actualizado por Clermont
et al. (2013) los grupos se reestructuran de la siguiente forma: el grupo filogenético A se
reclasifica en A 'y C; el grupo filogenético B2 incluiria a B2 y E, mientras que el D se
puede dividir en D y F. Aunque esta nueva clasificacion se describié hace unos afios,
todavia son pocos los estudios basados en la misma, por lo que no se dispone de mucha
informacidn acerca de las caracteristicas y distribucién de los nuevos filogrupos C, E, y
F vy los clados cripticos de Escherichia entre los distintos ecosistemas.

En esta linea, nuestros resultados coinciden con los publicados por Coura et al.
(2015), quienes reportaron la prevalencia de grupos relacionados con cepas comensales

(A, B1 y C) entre 149 aislados de aves de corral. Del mismo modo, Tansawai et al.
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(2018), determinaron que la mayoria de E. coli productoras de BLEE aisladas de carne
de aves (pollo, pato y aves de corral) pertenecian al grupo filogenético A (51%) y B1
(27,5%), reforzando la idea de la asociacion de los filogrupos A, B1 y C con cepas
comensales. En nuestro estudio hemos detectado estos tres filogrupos en todos los
entornos estudiados, siendo los filogrupos A y B1 los mas frecuentemente detectados en
muestras procedentes de animales, al igual que describen Carlos et al. (2010). Por otro
lado, hay que mencionar la presencia del nuevo filogrupo F en las cepas aisladas de
productos procesados de pollo, ya que este filogrupo ha despertado recientemente
interés por su asociacion con cepas de E. coli patdgenas extraintestinales (EXPEC) en
humanos (Vangchhia et al., 2016; Johnson et al., 2017) y animales domésticos (Ewers et
al., 2014; Guo et al., 2015). Sin embargo, carece de los rasgos de virulencia tipicamente
asociados con el filogrupo B2 causantes de infecciones extraintestinales (Johnson et al.,
2017).

A diferencia de las cepas aisladas de alimentos, se han detectado los grupos mas
patégenos B2 y D tanto en entornos acuaticos como en portadores sanos, con una
elevada prevalencia del filogrupo B2 en estos ultimos (39%). Estos datos concuerdan
con otros estudios (Fernandez-Reyes et al., 2014; Merino et al., 2016), que ademas
asocian estos grupos filogenéticos con cepas portadoras de blacTx-m1s, coincidiendo con
nuestros resultados (Figura 2.5). Ambos filogrupos se han asociado con infecciones del
tracto urinario y bacteriemia en individuos inmunodeprimidos (Coque et al., 2008).
Ademas, en estudios previos realizados por nuestro grupo de investigacion en la
Comunidad Foral de Navarra, también se detecto la presencia del filogrupo D en cepas
de aguas residuales y rios (Ojer-Usoz et al., 2015).

Se ha descrito que las cepas de E. coli pertenecientes al grupo filogenético E son

mas prevalentes en el tracto gastrointestinal de mamiferos silvestres que en humanos
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(Clermont et al., 2013; Massot et al., 2016; Mercat et al., 2016), lo que concuerda con
nuestros resultados, ya que este filogrupo solamente ha sido detectado en entornos
acuaticos, con los que los mamiferos silvestres han podido tener un estrecho contacto.
Al mismo tiempo, un 5% de las cepas aisladas de alimentos se clasificaron como clados
cripticos de Escherichia, es decir, cepas bioguimicas y fenotipicamente idénticas de E.
coli pero genéticamente distantes. Los clados cripticos de Escherichia se definieron en
2009 por Walk et al., (2009) y aunque existen muy pocos estudios al respecto, parecen
corresponder con cepas mejor adaptadas al entorno natural (especialmente los Clados 11-
IV), como agua, suelos o sedimentos (Luo et al., 2011). Asi, los animales podrian actuar
como huéspedes ocasionales de este filogrupo por su estrecho contacto con el entorno
natural (Clermont et al., 2011). La mayoria de las cepas cripticas de Escherichia se
caracterizan por niveles de resistencia y virulencia mas bajos (excepto el Clado I). Los
datos obtenidos en el estudio de los patrones de resistencias (MicroScan) de la cepa
aislada en este trabajo, revelan la resistencia a penicilinas, cefalosporinas,
monobactams, tetraciclinas y algun tipo de quinolonas, ademas de ser portadora del gen
blashv-12. Dado que la resistencia a estos grupos de antibioticos, asi como la presencia
de genes bla, también esta relacionada con el Clado Il (Kondratyeva et al., 2020), serian
necesarios mas estudios para caracterizar si esta cepa corresponde al Clado | o 11.

Por otro lado, los estudios de MLST revelaron la presencia de maltiples ST y 11
CC bien definidos entre las 61 cepas analizadas. Entre las cepas de alimentos, la
secuencia tipo ST117 fue la mas prevalente. Aunque hasta la fecha esta ST no esta
asociada con ningun complejo clonal conocido, esta bien caracterizada por ser la causa
de la colibacilosis aviar (APEC "Escherichia coli patogena aviar”’) (Mora et al., 2012).
Esto concuerda con nuestros resultados, ya que todas las cepas ST117 asociadas con el

filogrupo F y portadoras de genes blactx-m1, blactx-m14 y blashv-12, han sido aisladas de
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muestras de pollos, de forma similar a lo descrito por Ben Said et al. (2015).
Igualmente, en este trabajo se ha detectado el complejo 168CC (asociado al filogrupo
A) en dos cepas productoras de blactx-m1 Y blasnv-12 aisladas de alimentos, condiciendo
con estudios anteriores en la misma regién (Ojer-Usoz et al., 2015). EI complejo 354CC
ha sido observado en dos cepas de alimentos asociadas con el filogrupo F y al igual que
en el trabajo de Guo et al. (2015), ambas son resistentes a quinolonas. Este hecho
resulta relevante, ya que esta resistencia se encuentra estrechamente relacionada con el
uso de quinolonas en aves de corral (Savin et al., 2020), especialmente pollos, de donde
provienen la mayoria de muestras alimentarias analizadas. Al mismo tiempo, destaca la
presencia del complejo clonal 10CC (asociado con el filogrupo A) en pollo y aguas,
coincidiendo con los resultados publicados por otros autores que determinaron la
diversidad de este complejo clonal en entornos alimentarios y ambientales (Oteo et al.,
2009; Belmar Campos et al., 2014; Ojer-Usoz et al., 2017). Aunque este complejo
clonal se encuentra comunmente asociado con cepas de bajo poder virulento, se ha
relacionado con infecciones humanas y cepas productoras de BLEE con variantes
pertenecientes a los grupos blactx-mi, blactx-m2 y blactx-me en distintos ecosistemas
(Griffin et al., 2012). En nuestro estudio, estas tres cepas de E. coli 10CC son
portadoras de blasHv-12, blatem-171, blactx-m-1 Y blactx-m-15 y, ademas de ser resistentes a
antibioticos B-lactamicos, también lo son a otras familias de antibidticos (Tabla 2.1).
Por otro lado, el 23CC que ha sido bien caracterizado y se encuentra diseminado por
varios ambientes tal como demuestran otros investigadores (Ben Said et al., 2015;
Manges et al., 2019), se ha detectado en tres cepas: dos perteneciente al filogrupo C-
blactx-my otra al Clado I o ll-blasnv-12. En relacion con otras secuencias tipo detectadas
Unicamente en rios, la ST1434 se asoci6 con el filogrupo B1 y con la diseminacion de

genes blactx-m14. De la misma forma, la asociacion de esta secuencia tipo con la
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resistencia a B-lactdmicos y carbapenems, fue descrita previamente por Piedra-Carrasco
et al. (2017), en otros rios del norte de Espafia. En el caso de ST1486, en este trabajo se
ha visto relacionada con el filogrupo comensal A y genes blactx-m1, Sin embargo Zhang
et al. (2019), observaron la presencia de este complejo clonal en cepas aisladas de
cerdo. Por otro lado, la cepa resistente a colistina, positiva para el gen mcr-1 y aislada
del colector de un matadero de conejos, se ha visto que pertenece al complejo clonal
155CC vy filogrupo B2, coincidiendo con los resultados de Jamborova et al. (2015), que
determinaron que las cepas asociadas a este complejo han sido frecuentemente
relacionadas con infecciones en el ganado y fauna silvestre en Europa.

En general, uno de los complejos clonales mas prevalentes ha sido el 131CC
(11,5% n=6), asociado con cepas mas virulentas relacionadas con el filogrupo B2 (Bajaj
et al., 2015; Mathers et al., 2015) y que se ha constituido como uno de los clones
pandémicos mas importantes en la rapida emergencia global de las enzimas blactx-mis y
en menor medida blactx-m14 (Rogers et al., 2011; Nicolas-Chanoine et al., 2014). Como
se puede observar en la Tabla 2.4, todas las cepas asociadas con este complejo han sido
aisladas de portadores sanos y entornos acuaticos y son portadoras de este tipo de
enzimas. Por ultimo, otro de los complejos clonales detectados en estos mismos
entornos ha sido el 38CC (5%), que comprende otro de los linajes importantes
relacionados con la diseminacion de genes BLEE/AmpC entre el entorno humano,
ganadero y ambiental (Dorado-Garcia et al., 2018). En esta misma linea, las cepas
asociadas con este complejo se relacionaron con el filogrupo D, perteneciente a cepas
virulentas y fueron portadoras de genes blatem-171, blactx-m14 y blactx-mz1.

En definitiva, el gran namero de filogrupos, secuencias tipo y complejos
clonales determinados manifiesta la gran diversidad genética existente entre las

poblaciones de E. coli. Tal y como hemos visto, se han encontrado STs y CCs que
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constituyen clones importantes relacionados con la diseminacion de genes de resistencia
a antibioticos B-lactdmicos. Ademas, éstos han sido comunes entre los distintos
entornos, sugiriendo una diseminacion de resistencias entre nichos ambientales,
animales y humanos. En concreto, las cepas de origen acuético, especialmente las cepas
aisladas de estaciones depuradoras de aguas residuales, son las que mas frecuentemente
muestran perfiles idénticos a cepas aisladas de otros entornos, poniendo en el punto de
mira la importancia que adquieren las aguas en la diseminacion de resistencias
bacterianas. Por todo ello, resulta indispensable establecer medidas y programas de
vigilancia, que incluyan la deteccion de clones pandémicos entre los distintos
ambientes. En concreto, a pesar de que los complejos 10CC y 23CC estan asociados con
filogrupos comensales (A y C, respectivamente), su deteccion en muestras del entorno
animal y alimentario podria ser considerada como una posible alerta de diseminacion de
resistencias, debido a la relacién que tienen con genes blactx-m1 y blactx-m1s. Por otro
lado, seria muy valioso determinar la presencia de marcadores con gran relevancia
clinica en entornos acuaticos, como son los clones pandémicos 131CC y 38CC. En este
caso, la seleccién de estos clones como marcadores radica en su relacion con cepas
patdgenas pertenecientes a los filogrupos B2 y D respectivamente, asi como la

asociacion con genes blactx-mi4 y blactx-mzs.
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Obijetivo 2

CONTEXTO

Tal como sefala una de las lineas estratégicas propuestas por el Plan Nacional de
Resistencias a antibioticos (PRAN), resulta indispensable controlar la difusion de las
bacterias resistentes a los antibioticos, especialmente aquellas bacterias con mecanismos
de resistencia transferibles o emergentes en nuestro territorio, entre los distintos
ecosistemas (humano, animal y medio ambiente). Por ello, hemos querido abordar este
objetivo centrandonos en el estudio de los elementos génicos mdviles y capacidad
conjugativa de 150 cepas de E. coli productoras de B-lactamasas de espectro extendido
(BLEE) aisladas previamente de diferentes entornos en la Comunidad Foral de Navarra.

Para comprender mejor los mecanismos de propagacion de la resistencia de estas
bacterias, en el Capitulo 3 se ha llevado a cabo la caracterizacion de integrones y
secuencias de insercion, dado su papel relevante en la adquisicion y diseminacion de
genes de resistencia bla. Aunque estan implicados varios mecanismos genéticos en la
diseminacion de estos genes y elementos, la transferencia génica horizontal a través de
mecanismos de conjugacion es la via mas frecuente de transmision de resistencias. De
esta forma, en el Capitulo 4 se ha estudiado la capacidad conjugativa que presentan
estas cepas de E. coli productoras de BLEE. Al mismo tiempo, la adquisicion de
distintos factores de virulencia a través de estos mecanismos proporciona una via
evolutiva hacia la patogenicidad. Por ello, en dicho capitulo, también se han
determinado los perfiles genéticos asociados a factores de virulencia, con el fin de
lograr una mejor comprension de la patogenicidad y diseminacion de resistencias a

antibioticos B-lactdmicos a través de los distintos entornos.
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E. coli productoras de BLEE

Los resultados de este capitulo han sido publicados en la revista International
Journal of Environmental Research and Public Health. Pérez-Etayo, L.; Berzosa, M.;
Gonzalez, D.; Vitas, A.l. Prevalence of integrons and insertion sequences in ESBL-
producing E. coli isolated from different sources in Navarra, Spain (2018). Int. J.
Environ. Res. Public Health 15. doi:10.3390/ijerph15102308 (Anexo ).
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1. Introduction

Antimicrobial resistance (AMR) has become a public health problem, reaching
alarming levels in many parts of the world (WHO, 2014; Roca et al., 2015). In recent
years, resistances in the Enterobacteriaceae family have increased significantly because
of the extensive use of antibiotics in human treatment, veterinary, and agriculture,
leading to the selection and global spread of resistant clones (Shaikh et al., 2015; Liu et
al., 2017). In particular, the dissemination of extended-spectrum B-lactamases (ESBLS)
have increased dramatically in the recent years, becoming a serious global threat
(Sikkema and Koopmans, 2016; Ojer-Usoz et al., 2017).

Several genetic mechanisms have been involved in the acquisition and
dispersion of antimicrobial resistances. The commonly called “mobilome” (Medini et
al., 2005; Tettelin et al., 2008) is composed of a variety of mobile genetic elements
(MGEs), including plasmids, transposons (Tn), insertion sequences (IS), integrons
(intl), and introns. Conjugation, transformation, and transduction are the main
mechanisms for the horizontal transfer of MGEs (Norman et al., 2009; Woodford et al.,
2011).

Integrons are DNA elements capable of capturing gene cassettes (including
antimicrobial resistance genes) and disseminating them using an MGE (Stokes and Hall,
1989). Integrons are usually composed of two conserved segments (termed 5°-
conserved region [5’-CS] and 3’-conserved region [3°-CS]) separated by a variable
region which contains the gene cassettes. The 5’-CS end includes (i) the int gene coding
for an integrase, that belongs to a distinct family of the tyrosine-recombinase; (ii) a
primary recombination site (attl); and (iii) a promoter (Pc), which ensures the
transcription of the cassette genes. On the other hand, the 3’-CS region is formed by (i)

a truncated gene of resistance to quaternary ammonium compounds (gacEAI); (ii) a

141



Capitulo 3

sulfonamide resistance gene (sull); and (iii) an unknown function sequence (orf5)
(Galani et al., 2006). Class 1 (intll) and class 2 (intl2) integrons are the most
commonly involved in antibiotic resistances, while limited work has shown the
presence of class 3 (intl3) in Enterobacteriaceae (Fluit and Schmitz, 2004; Saenz et al.,
2004; Machado et al., 2005; Odetoyin et al., 2017; Kaushik et al., 2018). The gene intl3
was reported for the first time in a carbapenem-resistant Serratia marcescens strain
(Arakawa et al., 1995) and has been also detected in Klebsiella pneumoniae isolates
(Correia et al., 2003) and other Enterobacteriaceae (Rizk and EI-Mahdy, 2017).

In addition, bla ESBL genes have been associated with insertion sequences.
These IS are the smallest transposable elements (<2.5 kb), and are classified into
families according to different characteristics, with transposases (enzymes that catalyze
the IS movement) being the main classification system used (Mahillon and Chandler,
1998; Zhao and Hu, 2013). It has been well documented that 1S26, ISEcpl, ISCR1, and
I1S903, in association with class 1 integrons, are the elements most commonly involved
in the antimicrobial resistance to p-lactamics (Arduino et al., 2002; Eckert et al., 2006;
Diestra et al., 2008; Cullik et al., 2010; Cheng et al., 2016).

Therefore, the investigation of these elements might be critical, in order to
predict the potential spread of ESBL-producing strains. In this context, the aim of this
study was to evaluate the presence of different types of integrons (intll, intl2, and intl3)
and insertion sequences (ISEcpl, 1S26, ISCR1, and 1S903) in a collection of 150 ESBL-

producing E. coli isolated from different sources in Navarra, Spain.
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2. Materials and Methods
2.1. Sample Collection

A total of 150 ESBL-producing E. coli were selected from a wide collection of
ESBL-producing Enterobacteriaceae, isolated in Navarra from different environments:
food products (n=48), farms and feed (n=20), rivers and wastewater treatment plants
[WWTPs] (n=33) and human origins, including healthy volunteers (n=13) and hospital
inpatients (n=36). Clinical isolates from hospital inpatients were provided by Clinica
Universidad de Navarra and were collected from January 2009 to December 2012 (Ojer-
Usoz et al., 2017). Food and environmental samples were collected from different
locations in Navarra in two sampling periods [2010-2013 (Ojer-Usoz et al., 2013, 2014,
2017); 2015-2016 (Vitas et al., 2018) and, finally, isolates from healthy people were
collected from September 2015 to September 2016 (Gonzalez et al., 2019)]. All samples
were already identified, and phenotypically and genotypically characterized, in order to
know the antimicrobial susceptibility pattern, the types of B-lactamase genes, and the
phylogenetic group (Ojer-Usoz et al., 2013, 2014; Vitas et al., 2018). Isolates were
selected according to the following criteria: they must show multidrug-resistant
phenotype (to at least three different classes of antimicrobials) and must carry at least
one ESBL gene. The main characteristics of the selected isolates, regarding type of
ESBL, are shown in Table 3.1. Resistance profiles and complete information of each

isolate is presented in the Supplementary Material (Tables S3.1-S3.6).
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Table 3.1. Genotypic characteristics of extended spectrum B lactamase (ESBL) producing E.
coli according to their origin (Ojer-Usoz et al., 2013, 2014, 2017; Vitas et al., 2018).

Percentages of detected bla genes

Sample Origin blactx-m-14  blactx-m-1s  blactx-m-1 blarems2  blaremiiznn  blaspvaa
Hospital inpatients 41.7 61.1 8.3 111 NA 55
Healthy people 46.2 30.8 154 0 46.2 0
WWTP and rivers 33.3 30.3 18.2 6 NA 6
Food 32.7 4.1 18.3 12.3 31.8 35.6
Farms and feed 31.6 5.26 47.4 26.3 5 21

*NA: not analysed

2.2. DNA Extraction and Detection of Integrons

DNA extraction was performed with DNeasy® Blood & Tissue kit (Qiagen,
Barcelona, Spain), using a pre-treatment protocol for Gram-negative bacteria, and
following the manufacturer’s instruction. The quantity and quality of the DNA was
analyzed using a Nanodrop ND-1000 spectrophotometer (NanoDrop Technologies,
Wilmington, DE, USA). Detection of class 1, class 2, and class 3 integrons in ESBL-
producing E. coli was performed by using PCR, as described by Mazel et al. (2000),
with the primers shown in Table 3.2.

Table 3.2. Primers used for the detection of integrons.

Primer Forward sequence (5"-3") A_mpllcon T (°C)® GenE’_;ank
size (pb) accession n°®
Intll-Fw! GGTCAAGGATCTGGATTTCG 483 62 U49101
IntI1-Rv2 ACATGCGTGTAAATCATCGTC 483 62 U49101
IntI2-Fw CACGGATATGCGACAAAAAGGT 789 62 L10818
Intl2-Rv  TAGCAAACGAGTGACGAAATG 789 62 L10818
IntI3-Fw  AGTGGGTGGCGAATGAGTG 600 60 D50438
IntI3-Rv. TGTTCTTGTATCGGCAGGTG 600 60 D50438

L Fw: forward; 2 Rv: reverse; 3T (°C): annealing temperature.

DNA amplification was performed in a DNA thermal cycler GeneAmp® PCR
system 2700 (Applied Biosystems Division, Foster City, CA, USA) in a final volume of
25 pL containing 2 pL of DNA extract mixed with 2.5 pL of 10x buffer (Bioline,
London, UK), 5 pL of dNTPs (Bioline, London, UK), 1.5 uL of MgCI2 50 mM
(Bioline, London, UK), 2 uL of each primer (Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany), and

1.5 U of Inmolase™ DNA polymerase (Bioline, London, UK). The conditions of the
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amplification were as follows: initial denaturation at 94°C for 10 min, followed by 30
cycles of DNA denaturation at 94°C for 45 s, primer annealing at 62°C (intl1 and intl2)
or 60°C (intl3) for 35 s, primer extension at 72°C for 2 min, and a final elongation at
72°C for 7 min. Positive and negative controls (Saenz et al., 2004) were included in all
PCR assays, and 1 kb ladder (Invitrogen) was used as a molecular size standard. After
amplification, PCR products were separated by electrophoresis on 1% agarose gel in 1x
TBE buffer, stained with ethidium bromide and visualized by UV transillumination. E.
coli C828, K. pneumoniae C933 (provided both by Centro de Investigacion Biomédica
de la Rioja) and E. coli isolated from hospital inpatients, confirmed as carrying intl2 by
DNA sequencing, were used as positive controls for intl1, intl3, and intl2, respectively.
2.3. Detection of Insertion Sequences

DNA extracts were examined for the detection of different insertion sequences
associated with ESBL genes, performing PCRs assays using the specific primers and
conditions showed in Table 3.3 (Poirel et al., 2003; Eckert et al., 2006; Novais et al.,
2006).

The PCRs were performed in a final volume of 25 pL containing 2 L of DNA
extract mixed with 2.5 pL of 10x buffer (Bioline, London, UK), 5 uL of dNTPs
(Bioline, London, UK), 1.5 pL of MgCl2 50 mM (Bioline, London, UK), 2 pL of each
primer (Sigma-Aldrich, Madrid, Spain), and 1.5 U of Inmolase™DNA polymerase
(Bioline, London, UK), in a DNA thermal cycler GeneAmp® PCR system 2700
(Applied Biosystems Division, Foster City, CA, USA). Amplification conditions were
modified in order to improve the specificity using an initial denaturation at 94°C for 12
min, followed by 35 cycles of DNA denaturation at 94°C for 1 min, and primer
annealing temperature depending on the IS (Table 3.3), primer extension at 72°C for 2

min, and a final elongation at 72°C for 10 min. PCR products were separated by
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electrophoresis on 1% agarose gels and were visualized under UV light after staining
with ethidium bromide.

Table 3.3. Primers and conditions used for the amplification of insertion sequences

Primer Sequence (5°-3") ésg)zgg)n T (°C)® as:ggs?c?:kN" Reference
ISEcpl-Fw! ATCTAACATCAAATGCAGG 1381 60 AJ972954  (Eckert et al., 2006)
ISEcpl-Rv? AGACTGCTTCTCACACAT 1381 60 AJ972954  (Eckert et al., 2006)
1S26-Fw TCACTCCACGATTTACCGCT 557 61 AF205943  (Eckert et al., 2006)
1S26-RV CTTACCAGGCGCATTTCGCC 557 61 AF205943  (Eckert et al., 2006)
ISCR1-Fw TCGCTGCGAGGATTGTCATC 1100 60 AF174129  (Novais et al., 2006)
ISCR1-Rv CTCGCTTGAGGCGTTGCAT 1100 60 AF174129  (Novais et al., 2006)
IS903-Fw  CATATGAAATCATCTGCGC 473 56 EU056266  (Poirel et al., 2003)
IS903-Rv. CCGTAGCGGGTTGTGTTTTC 473 56 EU056266  (Poirel et al., 2003)

'Fw: forward; #Rv: reverse; 3T (°C): annealing temperature.

2.4. Sequence Analysis

Amplicons obtained in the different PCRs were sequenced to confirm the
presence of integrons and insertion sequences. Bidirectional DNA sequence analysis
was performed by the Macrogen EZ-Seq purification service (Macrogen Europe,
Amsterdam, The Netherlands). Searches for DNA and protein homologies were carried
out using  the National Center  for  Biotechnology Information
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) using the BLAST program and the alignment of DNA
and amino acids sequences were performed using Clustal Omega

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/).

2.5. Statistical Analysis
The results were subjected to statistical processing with the SPSS 15 software
(SPSS Inc., Chicago, IL, USA), applying the chi-square test with a level of significance

of p <0.05.
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3. Results and Discussion
3.1. Distribution of Integrons in ESBL-Producing E. coli

The occurrence and types of integrons, according to the isolate origin, is
presented in Figure 3.1. As expected, class 1 showed the highest dissemination, being
present in 92% of the isolates (n=138) and in all environments, without significant
differences among them (p < 0.05). Class 1 integrons have been reported as the most
ubiquitous type among enteric bacteria (Hall and Collis, 1995; Machado et al., 2008;
Deng et al., 2015). In a similar way, Solberg et al. (2006) reported the presence of class
1 integron in 70% of E. coli causing community-acquired infections.

According to Roe et al. (2003), the occurrence of class 1 integrons in healthy people
suggests a possible acquisition of resistance genes circulating in different environments
by a constant horizontal exchange of these genes. By contrast, class 2 integron were
found in only 13 strains (8.5%), in accordance with the study of Ozgumus et al. (2009),
who found this class of integron in pathogenic, environmental, and commensal E. coli
with a lower frequency than class 1. Finally, intl3 was not detected, similarly to the
report by Vinué et al. (2008). In fact, few studies describe the presence of class 3
integron in E. coli (Kargar et al., 2014; Kaushik et al., 2018) and, to date, there are no
published data reporting the presence of this integron in ESBL-producing E. coli

isolated from Spain.
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Figure 3.1. Prevalence (percentages) and distribution of class 1 and class 2 integrons in ESBL-

producing E. coli according to their origin. (A) intl1; (B) intl2.

It should be noted that intl2 was mainly detected in food isolates (18.4%), but

not in farming environments (p = 0.044). This situation seems a little bit contradictory,

but it could be due to the low number of isolates coming from farms and feed (n=20),

compared with food (n=48). Probably, if we extended the study by increasing n, we

would find positive results for this type of integron, as shown in the literature. In any

case, our results are comparable to those obtained by Goldstein et al. (2001) who

demonstrated the presence of class 1 and class 2 integrons in food, livestock, and water

contaminated with farm animal feces. In a similar way, intl2 has been detected in poultry

products (Roe et al., 2003).

148



Capitulo 3

In addition, it is remarkable that intl1 and intl2 coexist in 8% of the isolates
(92.1% of those carrying intl2). Rizk et al. (2017) reported the co-existence of more
than one type of integron in 36.9% of isolates, and a prevalence of 38% was reported by
Kargar et al. (2014) in a study performed in 69 multidrug-resistant (MDR) E. coli. By
contrast, Kor et al. (2013) found only one isolate carrying both integrons among clinical
isolates, and Odetoyin et al. (2017) reported a prevalence of 2.4% in fecal E. coli
isolated from mother-child pairs in Nigeria. The simultaneous existence of multiple
integrons represents a great threat for the dissemination of antimicrobial resistance
genes among Enterobacteriaceae (Mazel et al., 2000).

3.2. Analysis of Insertion Sequences

The most prevalent type was 1S26 (99.4%), followed by ISEcpl (68%) and
IS903 (65.3%), while ISCR1 was detected only in 19 isolates (12.6%). The wide
presence of 1S26 in almost all multidrug-resistant isolates suggests that this IS is
specifically carried by ESBL expressing strains, rather than being characteristic of the
MDR genotype

The four insertion sequences were present in all environments (Figure 3.2),
except ISCR1, that was not detected in farm and feed. This latest result contrasts with
the reported by Ali et al. (2016), that showed the connection between ISCR1 and intl1
in strains isolated from diverse dairy farms in China. However, the wide dissemination
of 1S among different niches has been reported by other authors. For instance, Cullik et
al. (2010) showed the association between blactx-m with the common elements ISEcp1,
1S26, and 1S903, in ESBL-producing E. coli isolated in a German Hospital. The ISEcpl
type has been detected in clinical isolates from Korea, and in isolates from healthy or
diseased food-producing animals, including swine and avian (Kim et al., 2011; Liao et

al., 2015).
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Figure 3.2. Prevalence (percentages) and distribution of insertion sequences in ESBL-
producing E. coli according to their origin. (A) 1S26; (B) ISEcp1; (C) 1S903; (D) ISCR1.

In addition, the frequent co-existence of several insertion sequences in the same
strain has been observed in the present work, in agreement with other studies (Eckert et
al., 2006; Bae et al., 2008; Diestra et al., 2008; Cullik et al., 2010). Genetic patterns are
presented in Figure 3.3, showing that the majority of isolates carried two or three 1S
(42% and 40.7%, respectively), whereas 10% of them carried only one. The three
prevalent genetic patterns were 1S26-1SEcp1-1S903 (n=55), 1S26-I1SEcpl (n=33), and
1S26-1S903 (n=28) (37%, 22%, and 19%, respectively). The combination 1S26-I1SEcpl
has been related with the pathogen clone ST131 (Cullik et al., 2010; Wang et al., 2015),
and it was present in 4 isolates coming from healthy people (n=2) and hospital
inpatients (n=2), that could suppose a possible risk situation for the population in
general. Finally, it is remarkable that 7.3% of isolates contain the four IS (ISEcpl-
1S26-1S903—-ISCR1), a situation that, to our best knowledge, is being described in the
literature for the first time. These isolates come mainly from hospital inpatients (n=9),
but we also found the genetic patterns in isolates from a river (n=1) and from a chicken

hamburger (n=1). In summary, these results show the complexity of mobile genetic
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elements, and suggest the facility to acquire different mechanisms to disseminate

resistance genes through all environments.

1%
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Figure 3.3. Genetic patterns and prevalences among the studied ESBL-producing E. coli.

3.3. The Important Role of Horizontal Genetic Elements in the Dissemination of
ESBLs
Correlation between the presence of certain genetic elements and ESBL has been
reported by several authors (Cullik et al., 2010; Leverstein-van Hall et al., 2011; Kiiru
et al., 2013), and our results support this fact (Table 3.4). 1S26 have been observed
flanking the open reading frame (orf) regions of B-lactamase genes (Porse et al., 2016),
and prevalences higher than 94% in all ESBL types were observed in this study. Similar
results were detected in a study carried out in Kenya with 27 E. coli strains obtained
from hospitalized patients, in which over 40% of isolates carrying blartem-s2, blaswv-s, or
blactx-m-14, were linked to the 1S26 (Kiiru et al., 2013). Otherwise, Billard-Pomares et

al. (2014) reported the characterization of a P1 bacteriophage from an ESBL-E. coli
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strain which had acquired two foreign DNA fragments, one of them being a fragment
mobilized by two 1S26 elements containing a blasyv-2 gene. Finally, Doi et al. (2014)
reported the relationship between OXA and 1S26 downstream of a class 1 integron in a
K. pneumoniae strain. In summary, our observations confirm those of Cullik et al.

(2010), who highlighted the important role of 1S26 in the spread of resistance genes.

Table 3.4. Percentage of insertion sequences and integrons among the different types of
ESBL-E. coli producers.

bla Genes 1S26 1S903 ISEcpl ISCR1 intll intl2
blactxm 99.2  90.3 79 11.3 94 6.5
blatem 100  89.9 88.5 16 94 7.3
blaoxa1 945 833 50 5.5 100 0
blashv 100  56.5 26 0 95.7 2138

Similarly, ISEcpl-like insertion sequences have been observed upstream of orfs
encoding members belonging to the CTX-M-1, CTX-M-2, and CTX-M-9 clusters. Kim
et al. (2011) found the association of ISEcpl and CTX-M in clinical isolates, especially
in strains containing CTX-M-14 (in agreement with the 37% observed in our study). A
similar association was found in China by Sun et al. (2010) in healthy and sick pets. In
addition, Tamang et al. (2013) reported that 97.6% blactx-m genes (isolated from cattle,
farm workers, and the farm environment) possessed the insertion sequence ISEcpl
upstream of blactx. On the other hand, our results show that 9 out of 102 isolates
carrying ISEcpl (isolated from WWTP, river, farm soil and feed) were disrupted by
1S26. Similar findings have been reported in a German University Hospital (Cullik et
al., 2010), where cases of ISEcpl disrupted by an intact 1S26 were detected. In the same
way, Wang et al. (2015) detected a truncated copy of ISEcpl gene with an 1S26 gene
being located upstream in 3 out of 9 ESBL-producing E. coli isolated from fecal
samples of food producing animals and healthy humans. Finally, despite the lower

prevalence of ISCR1 observed in the present study (12.6%), the aforementioned IS is
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another important element in the genetic platforms associated with the dissemination of
CTX-M genes (Rodriguez-Martinez et al., 2006; Toleman et al., 2006a; Zhao and Hu,
2013). In general, ISCR1 has been associated with CTX-M-2 and CTX-M-9 subtypes
(Toleman et al., 2006a, 2006b; Millan et al., 2012), but the majority of our strains
carrying this IS were CTX-M-14 and CTX-M-15 producers. That could explain the low
number of strains carrying ISCR1. Moreover, ISCR1 mediates the formation of a
complex with class 1 integrons (Arduino et al., 2002; Toleman et al., 2006a). From the
total of isolates carrying ISCR1, 94.7% carried intl1, and even one of them contained
both integrons (intl1 and intl2). However, due to the wide presence of intl1(92% of
isolates), we have not found a specific association between the isolates containing this
IS and the different ESBLs. On the other hand, CTX-M-14 was present in the 46% of
the isolates containing intl2 (a percentage identical to that of SHV-12 carrying clones),
whereas TEM and CTX-M-1 were detected in 38.5% and 15.4%, respectively, of intl2
carriers.

Moreover, it must be pointed out that ISEcpl-1S903 is known as one of the
major genetic platforms of resistance-gene-exchange (Eckert et al., 2006; Sun et al.,
2010; Zhao and Hu, 2013). Our results showed that 1S903 and ISEcpl were present in
55 isolates in co-existence with 1S26 (1S26-ISEcpl1-1S903). Similarly, a recent report
detected this genetic platform (Liao et al., 2015) in CTX-M-14-producing E. coli
isolated from animals (Wang et al., 2015). Furthermore, all the analyzed strains show
multidrug-resistant (MDR) phenotype, which means that they are resistant to at least
three different classes of antimicrobials (Ojer-Usoz et al., 2013, 2014). Similar results
were reported by Woodford et al. (2009) that found the plasmid pEK499 harboring 10
genes that confer resistance to eight antibiotic classes and also carrying 1S (1S26 and

ISEcpl).
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Finally, Table 3.5 summarizes the relationship between the number of IS present
in the same isolate, and the number of ESBL types produced by each microorganism. It
can be observed that as the number of ESBL enclosed in the same genetic environment

increases, the number of insertion sequences present also increases.

Table 3.5. Relationship between number of IS in each isolate and the number of expressed
ESBLs.

Number of IS in N Isolates N Isolates (%) Producing
Each Isolate 1ESBL 2ESBL 3ESBL 4ESBL
1 15 46.6 40 0 0
2 63 46 46 8 0
3 61 49 41 8.2 1.6
4 11 0 81.8 18.2 0

To sum up, all the MDR ESBL-producing E. coli analyzed in the present study
carried at least one genetic element (integron and 1S). Since the strains were isolated
from different sources (clinical isolates, healthy carriers, farms and feed, food samples,
WWTPs and rivers), these data revealed the potential risk for the dissemination of
antimicrobial resistances among environmental and human bacteria.

In conclusion, this study highlights the high prevalence of different elements
mediating horizontal gene transfer among ESBL-producing E. coli isolates from food,
environmental, and human samples. The analysis of integrons showed that intl1 was
present in the majority of strains and in all sources, while the prevalence of intl2 was
lower but remarkable in the food isolates. Concerning insertion sequences, the multiple
associations, like 1S26-1SEcpl, are relevant. Thus, the co-existence of diverse types of
integrons and insertion sequences suggest possible risk for the dissemination of
resistance genes among different environments. Therefore, additional investigations
regarding the genetic composition of these components are encouraged, to understand

the role of these mobile elements in the spread of multidrug-resistant bacteria.
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Caracterizacion de factores de virulencia y capacidad

conjugativa en cepas de E. coli productoras de BLEE.

Los resultados de este capitulo han sido publicados en la revista
Microorganisms. Pérez-Etayo, L; Gonzalez, D.; Vitas, A.I. “The aquatic ecosystem, a
good environment for the horizontal transfer of antimicrobial resistance and virulence-
associated factors among extended spectrum B-lactamases producing E. coli” (2020).
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1. Introduction

E. coli is one of the main causative agents of gastrointestinal and extra intestinal
infections. This ubiquitous organism is a major element of the normal commensal
microbiota in the human and animal intestinal tract and it has been found in soil, food,
water, and vegetation (Kaczmarek et al., 2018). The ability of E. coli to cause a variety
of infectious diseases, such as sepsis, pneumonia, or urinary tract infections, is
associated with the expression of specific virulence factors (VFs). In addition, the
multidrug resistance profile of E. coli strains increases the risk of antimicrobial
treatment failure in both humans and animals (Zogg et al., 2018).

Resistance to antibiotics can occur by different processes, like the acquisitions of
antimicrobial resistance genes (ARGS) via horizontal gene transfer (HGT). Several
genetic mechanisms have been involved in the spread of ARGs, but conjugation is
thought to have the greatest influence (Von Wintersdorff et al., 2016). Furthermore, it
has been reported that E. coli obtains antimicrobial resistance faster than other
microorganisms (Ben Yahia et al., 2018). It is especially relevant regarding the increase
of B-lactam resistance in E. coli due to the production of extended spectrum f-
lactamases (ESBL). Mobile Genetics Elements (MGSs) are able to spread ESBL
encoding genes by horizontal transfer to others Gram-negative bacteria (Kim et al.,
2018).

Likewise, it is believed that the acquisition of several virulence factors via
horizontal gene transfer provides an evolutionary pathway to pathogenicity (Chapman et
al., 2006). VFs are important at the initial stages of infection (when the bacteria have to
adapt to the host environment) and include adhesins (FimA, PapC, and PapG allele I11),
toxins (HIyA and Cnfl), and other proteins like siderophores (Aer) (Luthje and Brauner,

2014). In the case of adherent structures, fimA encodes the major structural subunit of
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type 1 fimbriae and it is present in almost all E. coli strains and other members of the
Enterobacteriaceae family (Farfan-Garcia et al., 2016). However, papC and papG
encode adhesin molecules that are found in P fimbriae and are especially linked to
uropathogenic strains (Karami et al., 2017). Regarding toxins, cnfl encodes for
cytotoxic necrotizing factor type 1, a toxin secreted by some virulent strains associated
with neonatal meningitis and urinary infections (Fabbri et al., 2010). On the other hand,
expression of HIyA (cytotoxin hemolysin A or o hemolysin) correlates with the
increased severity observed in infections due to uropathogenic strains with enhanced
potential to cause kidney damage and bacteremia (Bielaszewska et al., 2014).

Previous studies performed by our research group (Ojer-Usoz et al., 2013, 2014;
Pérez-Etayo et al., 2018; Vitas et al., 2018; Gonzalez et al., 2019) have provided us with
a great collection of multidrug resistant ESBL-producing E. coli strains isolated from
human, animal, food and water environments in Navarra (Spain). The objective of the
present study was to investigate the mechanisms responsible for antibiotic resistance
dissemination. To this end, we aimed to determine (i) the virulence gene profiles of the
strain collection and (ii) the ability of the ESBL-producing E. coli strains to mediate

horizontal gene transfer.
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2. Materials and Methods
2.1 Strain Collection

From our own collection of ESBL-producing Enterobacteriaceae isolated in
Navarra (Spain) from different sources, a total of 150 E. coli strains were selected for
the study: human origin (including healthy volunteers [n=13] and clinical cases [n=36]),
food products (n=48), farms and feed (n=20), and rivers and wastewater treatment
plants [WWTPs] (n=33). Having taken into account the available data from previous
characterization (Ojer-Usoz et al., 2017; Pérez-Etayo et al., 2018; Vitas et al., 2018), the
following criteria were considered for the selection of strains: to show a multidrug
resistant pattern (MDR), to carry different types of p-lactamase genes and belonging to
different phylogenetic groups according to Clermont et al. (2013) or different sequence
types (including the ST131) following the scheme described by Wirth et al. (2006).
Complete information of each strain (including the virulence genes and conjugation
frequencies determined in this work) is presented in the supplemental material (Figures
S4.1-S4.5).

2.2 Virulence Factor Gene Detection and Sequence Analysis

DNA extraction of the selected strains was performed with DNeasy® Blood &
Tissue kit (Qiagen, Barcelona, Spain), using a pre-treatment protocol for Gram-negative
bacteria and following the manufacturer’s instruction. The quantity and quality of DNA
was analyzed using a Nanodrop ND-1000 spectrophotometer (NanoDrop Technologies,
Wilmington, DE, USA). E. coli DNA extracts were tested by conventional PCR using
the specific primers and conditions showed in Table 4.1, for the presence of VF genes
that mediate adhesion (fimbrial adhesion genes, fimA, papC, and papG allele 111), toxins
(o-haemolysin hlyA and cytotoxic necrotizing factor cnfl) and siderophores (aer)

(Yamamoto et al., 1995; Ruiz et al., 2002).
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Table 4.1. Primers and conditions used for the amplification of virulence factors genes.

. Size T3
Target Primer Sequence (5'-3' Reference
g q (5-3) (bp)  (°C)
0 E=y
fimA fimA-Fw! GTTGTTCTGTCGGCTCTGTC 447 55 Ruiz et al., 2002

fimA-Rv2 ATGGTGTTGGTTCCGTTATTC

papG-Fw CATTTATCGTCCTCAACTTAG

papG-Rv  AAGAAGGGATTTTGTAGCGTC

papC-Rw GACGGCTGTACTGCAGGGTGTGGCG
papC-Rv  ATATCCTTTCTGCAGGGATGCAATA
aer-Fw  TACCGGATTGTCATATGCAGACCGT
% RV AATATCTTCCTCCAGTCCGGAGAAG 002 63 Yamamotoetal, 1995
hiyA-Fw  AACAAGGATAAGCACTGTTCTGGCT
hiyA-Rv  ACCATATAAGCGGTCATTCCCGTCA
cnfl-Fw  AAGATGGAGTTTCCTATGCAGGAG

ofl LRy CATTCAGAGTCCTGCCCTCATTATT 98 63 Yamamotoetal, 1995

papGlll 482 55 Ruiz et al., 2002

papC 382 63 Yamamoto et al., 1995

hlyA 1117 63 Yamamoto et al., 1995

LFw: forward; 2Rv: reverse; *T (°C): annealing temperature.

Amplicons obtained were sequenced by the Macrogen EZ-Seq purification
service (Macrogen Europe, Madrid, Spain) to confirm the presence of VF genes.
Searches for DNA and protein homologies were carried out using the National Center
for Biotechnology Information (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), using the BLAST

program. Alignment of DNA and amino acids sequences was performed using Clustal

Omega (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/).
2.3 Conjugation Assay

Conjugative transfer of ESBL genes among selected E. coli strains was studied
using the mixed broth method (\Vaidya, 2011) as shown in Figure 4.1.

E. coli DSM 9036 was used as a recipient strain. This strain is plasmid-free,
streptomycin-resistant, and sensitive to -lactams antibiotics (F-, thr-1, ara-14, leuB6,
Delta(gpt-proA)62, lacy,1 tsx-33, gsr-, supE44, galK2, lambda- rac-, hisG4(Oc), rfbD1,
mgl-51, rpsL31, kdgK51, xyl-5, mtl-1, arge3(Oc), thi-1). As donor strains, we selected
only those sensitive to streptomycin (n=70). The donor and recipient strains were grown
in BHI (Scharlab, Barcelona, Spain) at a concentration of approximately 1.0 x 10°
CFU/mL (overnight cultures, 37°C). Equal volumes (5 mL) of cultures of the donor and

the recipient strains were mixed (1:1) and incubated for 24 h at 37°C. Transconjugants
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were selected on TSA agar (Scharlab) supplemented with streptomycin (100 pg/mL)
and ampicillin (30 pg/mL) (Sigma-Aldrich, Madrid, Spain), to inhibit the growth of
recipient and donors strains, respectively. After the incubation period (24 h at 37°C), the
number of colonies (CFU) was counted. Conjugation frequencies were expressed as the
number of CFU of transconjugants relative to the number of CFU of donors. All

experiments were performed in triplicate.

Donor strain \J ‘V] Recipient strain
E. coli ESBL Amp-R BHI (24h, 37°C) BHI (24h, 372C) E. coli DSM 9036 Str-R

1.0 x 10° CFU/mL 1.0x 10° CFU/mL

Conjugation assay

Transconjugants Donor cell count
selection
TSA Str+ Amp (

: (100ug/ml, 30ug/ml) 54 37¢C Ty /T80

< R _,(." 2NLE X _l-L" A
4

Conjugation

1:1

Smi+5ml TSA +Amp (30pg/ml) Fr _ N2 CFU transconjugants
(24h, 372C) R d N¢ CFU donors

Figure 4.1. Mixed broth conjugation method

Finally, the molecular characterization of the transconjugants was performed by
PCR amplification of the genes involved in the resistances (blactx-v and blatem)
(Colom et al., 2003; Woodford et al., 2006).

2.4 Statistical Analysis

The results were subjected to statistical processing with the SPSS 15 software
(SPSS Inc., Chicago, IL, USA), applying the Chi-square (X?) and ANOVA test with a

level of significance of p < 0.05.
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BioNumerics, version 7.6 (Applied Maths NV/bioMérieux, Sint-Martens-Latem,
Belgium) was used to create the Multi-Dimensional Scaling (MDS) graphs. They were
generated based on a distance matrix calculated by the Pearson correlation and
unweighted pair-group method with arithmetic average (UPGMA) functions.

2.5 Informed Consent and Ethical Statement

Informed consent was obtained in all cases prior to collecting the samples (from

parents in the case of participating children), using a template approved by the Ethical

Committee Research of the University of Navarra (27 Jul 2018) (Gonzélez et al., 2019).
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3. Results
3.1. Prevalence of Virulence Factors Genes

Overall, all the isolates tested were positive for one or more VF genes (Figures
S6.1-S6.5). In fact, the co-occurrence of several VFs in the same strain was frequent and
most of the isolates contained two or three virulence genes (40.7% and 36%,
respectively). Among the 150 tested strains, the genes encoding FimA (97.3%), Aer
(72%) and PapC (60%) were the most commonly found and were detected in all studied
environments (Table 4.2). Regarding fimA, the prevalence in farms and feed was
significantly lower (p < 0.05) than that found in clinical cases and food products.
Furthermore, the occurrence of aer in clinical samples was significantly higher than in
rivers and WWTPs, food products, and healthy volunteers’ isolates. In contrast, the
prevalence of papC was very variable and differed significantly (p < 0.05) in each
ecological niche with respect to the others.

Table 4.2. Prevalence of virulence-associated genes among extended spectrum [-lactamase
(ESBL)-producing E. coli from different sources.

Number of Isolates (%)

Gene Clinical Healthy Food Farmsand Rivers and Total
Cases Volunteers Products Feed WWTPs
fimA 36 (100)* 13 (100) 48 (100)® 17 (85) 20 32 (97) 146 (97.3)
papG Il 4 (11.1) 0 2 (4.1) 0 0 6 (4)

papC  30(83.3)%¢ 13(100) 9 24 (50) %eh 18 (90) " 5 (15.2) <&f9 90 (60)
aer 33(91.6) ! 9(69.2)' 28 (58.3) ¥ 15 (75) 23(69.7)1 108 (72)
hlyA 2 (5.5) 0 0 0 13 3(2)
cnfl 5(13.8) 0 0 0 3(9) 8 (5.3)
a, b,cdefaghijk, I: Same letters represents statistically significant values (p < 0.05) in pairwise
comparisons.

It is remarkable that the only strains that were found to carry all VF genes were
those of clinical origin. In addition, those strains contain a greater number of virulence
factors compared to those from the rest of the environments, but none of the isolates
carried all the 6 studied genes. The three strains containing the hlyA gene (2%) were the

only ones that presented 5 virulence factors (positive for fimA, aer, papC, cnfl, and
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hlyA). Likewise, the co-occurrence of fimA-aer-papC and fimA-aer was the most

frequently reported (36% and 25.3%, respectively) (Figure 4.2).

40-
36

30-

25.3

13.3

\s 3
X 6‘? P},Q
& T ¥
N o

Figure 4.2. The co-occurrence (percentages) of several virulence factors (VFs) in ESBL-
producing E. coli.

3.2 Distribution of Virulence Genes among the Phylogenetic Groups

All the virulence genes were present among phylogroups B2 and B1 and most of
them were detected in phylogenetic groups A and D (Table 4.3). It must be pointed out
that gene toxins were found almost exclusively in A, B1, B2, and D groups. Adhesin
PapC and toxin HIyA were more prevalent in group B2 compared to the group D, in
which the highest prevalence of toxin gene cnfl was found.

From the total of strains showing the ST131 (n=16; all of them isolated from
clinical cases and healthy volunteers), the vast majority (68.8%) were positive to aer,
papC, and fimA (Figures S6.1 and S6.5). Furthermore, one clinical isolate ST131 was

positive for 5 out of the 6 VF (fimA, aer, papC, cnfl and hlyA).
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Table 4.3. Distribution of virulence genes among phylogenetic groups of ESBL-producing E.
coli.

Number of isolates (% of total)
VF Gene A B1 B2 D C F Clade I Unknown
(n=44) (n=27) (n=30) (h=36) (n=3) (n=6) (n=1) (n=3)
fimA 43 (97.7) 27 (100) 28 (93.3) 35(97.2) 3(100) 6 (100) 1 (100) 3(100)

Adhesins  papC 24 (54.4) 16 (59.3) 25 (83.3) 21 (58.3) 2(66.6) 1(16.6) -  1(33.3)
papG Il 2(45 1(37) 1(33) 2(55 - - - -

Siderophore  aer  25(56.8) 17 (63) 24(80) 32(88.8) 3(100) 6(100) -  1(33.3)
Toxins VA - 1(37) 2(6.6) - - - - -

cnfl  1(227) 1(37) 2(66) 4(1L1) - , ; )

Additionally, the multidimensional scaling graphs (MDS) showed in Figure 4.3
demonstrate that the 150 strains were homogeneously grouped according to the source
of isolation (Figure 4.3A). Likewise, it can be seen that the hlyA and cnfl positive

strains (Figure 4.3B, C) are strongly related, being very close in the variable space (X,
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Figure 4.3. Multidimensional scaling graphs (MDS) for the 150 strains. (A) According to
origin; (B) hlyA positive and negative strains (C) cnfl positive and negative strains.
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3.3 Horizontal Transfer of ESBL Genes

The 100% of the tested ESBL-producing E. coli strains (n=70) were able to
perform an efficient gene transfer, making the recipient strain (E. coli DSM 9036)
resistant to ampicillin. Although the range of conjugation rates is nearly the same in
samples from all origins, it was observed that strains isolated from aquatic environments
showed significantly higher conjugation frequency values (p < 0.05), with an average
value of 1.15 x 107" + 5 x 107! (Table 4.4). In fact, the highest value was observed in a
strain coming from a WWTP (2.35 + 8.51 x 1072), which confirms the potential risk of
dissemination of ARG through these environments. On the other hand, the isolates from
farms and feed and food products showed lower frequencies, with an average value of
1.53x10*+285x10*and 9.61 x 10~* + 1.96 x 1073, respectively.

Table 4.4. Conjugation frequencies of ESBL-producing E. coli according to their origin.

Origin Conjugation Frequency Average + Sd  Conjugation Frequency Range
Rivers and WWTPs 1.15x10'+5x 10! 2.35-3.37x10°
Healthy volunteers 3.38x102+4.20x 10 4.81x 102-2.28 x10°¢

Clinical cases 2.64x103+5.82x107 1.19 x 102-9.08 x 10”7
Farms and feeds 153 x104+285x 10 1.03 x 104-9.14 x 10”7
Food products 9.61x10*+1.96x 103 1.16 x 103-3.59 x 10”7

Figure 4.4 shows the MDS of the 18 strains tested in the conjugation assays
belonging to phylogroup B2 (associated with more virulent strains). These strains are
closely associated, grouping homogeneously according to the source of isolation.
Likewise, half of the isolates belong to ST131 and 39% of them are capable of
performing a conjugation with a frequency range between >1 and < 1 x 107 In
particular, it can be seen that 1 WWTPs isolate and 6 strains of human origin (clinical
cases and healthy volunteers) have a high conjugation frequency. In addition, Figure

4.4D shows the occurrence of the virulence factor papC within this phylogroup.
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Figure 4.4. Multidimensional scaling graphs (MDS) for the 18 isolates B2, tested in the
conjugation assays; (A) According to the distribution by origins; (B) MLST types; (C)
Conjugation frequency ranges of these strains, and (D) Prevalence of papC genes.

Finally, in order to confirm the transfer of ESBL genes, different PCRs were
performed for the detection of blactx-m and blatem genes in the transconjugants (Figure
45). As an example, Figure 4.5A shows the presence of TEM-1 gene in 4
transconjugants obtained from farm (F) and rivers (R) strain donors (1F, 2F, 3F, 1R). In
a similar way, Figure 4.5B shows 5 transconjugants also from rivers (R) and WWTPs
(W) (2R, 1W, 2W), that had acquired the type of CTX-M present in the donor strain

(CTX-M1 or CTX-M9).

A) B)

1 2 3 4 5 6 7 8 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
516pb— 415pb—»
205pb—+

Figure 4.5. PCRs for the ESBL genes detection in transconjugants. (A) Presence of TEM-1
gene. 1: 1F; 2: 2F; 3: 3F; 4: 1R. 5-6: C + TEM-1; 7: C—; 8: 1Kb plus ladder. (B) Presence of
CTX-M 1 and CTX-M9. 1: Kb plus ladder; 2: 1F; 3: 2F; 4: 2R; 5: 1W; 6: 2W. 7: C + CTX-M1,;
8-9: C + CTX-M9; 10: C—.

169



Capitulo 4

To sum up all the findings, Figure 4.6 shows the phenotypic and genotypic
characteristics of the 70 isolates tested in the conjugation assays. Red colored boxes
indicate the riskiest combination, according to the ranking presented in the figure
legend. Although the highest conjugation frequency average has been observed in
strains isolated from aquatic environments (1.15 x 107! + 5 x 107"), these strains only
have one or two virulence factors. In contrast, clinical isolates contain the greatest
amount of virulence factors studied and are related with the most pathogenic
phylogroups. It must be taken into account that five strains isolated from clinical
samples and healthy volunteers have been characterized as potentially pathogenic since
all of them belong to the ST131-B2 phylogroup (Merino et al., 2016), contain between 3

and 5 virulence factors and most of them have high conjugation rates.
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Figure 4.6. Phenotypic and genotypic characteristics of the 70 isolates tested in the conjugation

assays. Red coloured boxes indicate the riskiest combination, according to the ranking presented
in the figure legend.
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4. Discussion

This study aimed to characterize the virulence and conjugative capacity of
ESBL-producing E. coli isolates from human, food products, farm origin, and water
environments, for a better understanding of the risk of dissemination of these resistant
bacteria.

As expected, clinical isolates showed the highest prevalence of the studied
virulence factor genes (encoding adhesins, siderophores, and toxins), in accordance with
the main observed phylogroups in this origin (B1, B2 and D), which have been
associated with more virulent strains (Figure 4.6). However, it must be noticed the
presence of several VVFs in strains isolated from aquatic environments, which could have
been acquired by conjugation thanks to the high HGT frequencies observed in those
strains. Furthermore, it is remarkable that the majority of human strains showing the
ST131 carried 3 or more VF genes. Our results contrast with those of Alonso et al.
(2017) who reported the apparent absence of classical VF, such as papC, cnfl and hlyA,
in members of the ST131 group. In addition, the only strain of the present study in
which the co-occurrence of 5 VF genes was observed (fimA, aer, papC, cnfl and hlyA)
was a clinical isolate ST131. Thus, the pathogenicity of ST131 E. coli isolates (causing
infections in both community and hospital) has been associated to the large number of
virulence-associated genes they contain (Nicolas-Chanoine et al., 2014).

Regarding adhesins, fimbriae have a fundamental role in the colonization (type
I) and pathogenicity (type P) of extraintestinal infections caused by E. coli (such as
urinary infections). Concerning fimA, the high prevalence observed (97.3%) suggests
that type | fimbriae are widely distributed. Despite the fact that their presence is not
limited to pathogenic strains (Alonso et al., 2017), the expression of these fimbriae

improves the virulence of uropathogenic E. coli (Connell et al., 1996). Similarly, P
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fimbriae contribute to the virulence of uropathogenic strains by promoting bacterial
colonization of target tissues and stimulating a host inflammatory response (Tiba et al.,
2008; Waksman and Hultgren, 2009). In the present study, we examined the genes
associated with the outer membrane protein (papC) and papG Ill allele adhesin. The
first one has been detected in all the studied environments, with a lower prevalence in
aquatic environments (rivers and WWTPs, 15.2%). In contrast, papG Ill genes have
been detected mainly in clinical strains, in accordance with the reported presence of this
virulence factor in E. coli strains causing pyelonephritis or cystitis (Wullt et al., 2000;
Feria et al., 2001). These genes have also been detected in two strains isolated from
chicken and beef belonging to phylogroup D and carrying intll and blactx-mi14. These
results support the potential transmission of pathogenic E. coli through foods, taking
into account that an effective cell adhesion followed by invasion are the earliest events
mediating host-pathogen interaction (Hussain et al., 2019). In summary, type 1 fimbriae
and P fimbriae can co-exist in the same microorganism, since the 6 positive strains for
papG Il also contain fimA. The reported association between papG |1l gene and genes
encoding a-hemolysin (hlyA) and the cytotoxic necrotizing factor (cnfl) (Tiba et al.,
2008) has not been confirmed in this study.

With respect to siderophores, the aer gene has been detected in all environments
but with higher prevalence in clinical isolates (91.6%). This gene encodes a bacterial
iron chelating agent that allows E. coli to obtain iron from iron-poor environments such
as the urinary tract (Vagrali, 2009). The observed prevalence (72%) is similar to that
reported by Raeispour and Ranjbar (2018), but higher than that observed by Jalali et al.
(2015). Some works indicate that there is a large variation in the aer frequencies,
because the prevalence of this gene vary with phylogenetic groups, localization and

clinical conditions (Abe et al., 2008). Furthermore, Arisoy et al. (2006) pointed out that
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aer might be one of the main contributors to the persistence of E. coli in the intestinal
flora and Searle et al. (2015) indicated that environmental E. coli isolates contain less
genes associated with aerobactin. On the other hand, the clonal complexes ST155 linked
with the phylogroup Bl are frequently associated with resistance and even with the
ESBL phenotype in E. coli from human, animal and environmental sources. So, based
on our results and consistant with those of Alonso et al. (2017), the virulence-associated
factors genes of this ST were mainly fimA and aer.

Genes hlyA and cnfl encode toxins that can participate in the disruption of the
epithelial barrier, allowing bacteria to pass from the digestive tract into the bloodstream
and colonize different tissues, such as the urinary tract (Chen et al., 2003). Hence, these
factors are related to extraintestinal infections, mainly with uropathogenic strains and
enterohemorrhagic E. coli that can cause diarrheal and haemolytic uremic syndrome
(Bielaszewska et al., 2014). In accordance with these observations, 5 clinical isolates
from urine samples contain the cnfl gene. In addition, in 3 of them hlyA and cnfl genes
coexist, in support of the observations of Ruiz et al. (2002) who reported co-localization
of both genes in the same pathogenicity island. In contrast to the reported by Johnson et
al. (2001), the observed prevalence of cnfl in the present study is higher than that of
hlyA (5.3% and 2%, respectively). Other authors reported that these VF are very
prevalent in clinical strains of E. coli (Cortés et al., 2010). However, these two factors
have also been detected in 3 isolates from wastewater treatment plants (WWTPs). The
latter observation would pose an especial risk, since these sources are considered to be
the hotspots for the environmental dissemination of antibiotic resistant bacteria (ARB)
(Von Wintersdorff et al., 2016). Since cell adhesion, invasion, and the presence of
toxins are the key events in pathogenicity, we can point out that the strains with the

highest pathogenic potential are the 3 positives for hlyA gene, which were isolated from
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clinical samples and WWTP (Figure 4.6). However, it would be interesting to study
whether these genetic profiles correspond to virulent phenotypes by performing biofilm
formation, adhesion and invasion assays.

Although WWTPs are designed to reduce the contamination and organic matter
of water, the presence of resistant bacteria in the effluents has been reported (Ojer-Usoz
et al., 2014; Miller et al., 2016). In fact, the environmental conditions prevalent in these
plants favor the proliferation of ARB, the dispersion of ARG and the production of
strong biofilm that increases the capacity of bacteria to colonize the sewer system
(Calhau et al., 2015; Mller et al., 2018). High conjugation rates have been reported in
bacterial biofilms (Hausner and Wuertz, 1999), which together with the observed
conjugation frequencies in aquatic strains, points at WWTPs as dangerous environments
for the transmission of AMR. As indicated by WHO (2016), the appropriate
management and treatment of sewage is an essential action for the prevention of the
spread of different human diseases. Therefore, the first step to combat environmental
dissemination routes of AMR is to ensure that at least basic sanitation needs are met.

However, there is no consensus in the scientific community on what levels of
ARB and ARG are safe for the environment. Assessing the different risks to which
human populations may be exposed and determining pollutants concentrations should
be one of the main objectives (Burgmann et al., 2018). Nonetheless, it is difficult to
imagine a risk assessment framework that includes all complex gene transfer events,
which may take place from environmental bacteria to human or animal pathogens
(Klumper et al., 2014).

Surveillance of ARB and ARG in humans and farm animals should be
implemented to establish preventive measures based on the detection of the most

appropriate genetic markers. For that, it would be valuable to determine whether simple
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indicators may be used as predictors of broad antibiotic dissemination events.
According to Gillings et al. (2015) the integrase class 1 intll could be used as a
promising indicator for anthropogenic ARG contamination, because this genetic
element has a high clinical relevance. In fact, the 92% of the strains tested in this study
carried the aforementioned gene intll (Figures S6.1-S6.5). Another thing that would be
valuable to measure is the rates at which the horizontal gene transfer occurs in the
WWTPs. However, this is still an important knowledge gap (Blrgmann et al., 2018). In
this respect, it has been reported that conjugation is an extremely effective mechanism
for dissemination of ESBLs (Franiczek and Krzyzanowska, 2014). Our data reinforce
the hypothesis of ARG dissemination in aquatic environments through this mechanism,
because higher conjugation frequencies have been observed in strains isolated from
these environments, especially from WWTPs. In addition, conjugation experiments
showed that these genes are probably located in the same transferable plasmid. In fact,
the 4 strains with higher conjugation frequencies, contain the integrase class 1 intll
gene and different insertion sequences (ISEcpl, 1S26, 1S903) (Figures S6.1-S6.5).
Nevertheless, very little is known about the health risks posed by exposure to
commensal or environmental bacteria that carry mobile ARGs (Klimper et al., 2014).
The conjugation process may occur in many types of ecosystems, but in food
environments can have very serious consequences, due to the mobilization of virulence
genes and toxins (Rossi et al., 2014)]. As good news, our results indicate that the
average conjugation frequencies in bacteria isolated from food products was not very
high (9.61 x 10™* + 1.96 x 1073). The food chain is one of the main routes for the
introduction of resistant bacteria into the gastrointestinal tract, where genes can be
transferred between pathogenic and opportunistic bacteria (as shown from our data from

healthy volunteers).
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In conclusion, this study has provided information on genotypes related to
resistance, virulence and conjugation capacity of ESBL-producing E. coli isolated from
different environments. The obtained results point out the important role of the aquatic
environment for virulence gene exchange and resistance dissemination. Therefore, it
would be necessary to control the presence of multidrug resistant bacteria (o superbug)
in risky environments such as wastewater treatment plants (WWTPSs) to ensure the

effectiveness of antibiotics for public health.
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PREVENCION: Desarrollo de medidas alternativas al uso

de antibidticos en produccion animal






Objetivo 3

CONTEXTO

El empleo de antibidticos en produccion animal con fines terapéuticos y
profilacticos contribuye a la seleccion de bacterias resistentes que pueden transferirse de
animales a humanos. Ademas, los antibidticos se han utilizado durante décadas como
promotores de crecimiento animal (hecho que esta prohibido desde 2006 en la Union
Europea), contribuyendo también al incremento y diseminacion de estas resistencias.

Una de las lineas estratégicas del PRAN es impulsar medidas alternativas de
prevencion y tratamiento animal, que puedan sustituir o reducir en la medida de lo
posible, el uso de antibidticos en produccion animal. Asi, disminuyendo la presion
antibidtica en el entorno animal se podria reducir la presencia y dispersién de bacterias
resistentes entre los distintos ecosistemas. En este contexto, uno de los objetivos del
proyecto INTERREG POCTEFA EFA183/16/OUTBIOTICS es evaluar la posible
inclusion de nanomateriales de plata en piensos como alternativa al empleo de
antibidticos en produccién animal. En el Capitulo 5 se ha estudiado la actividad
antimicrobiana de estos nanomateriales frente a una seleccion de bacterias resistentes a

distintos grupos de antibioticos.
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Estudio de la capacidad bactericida de nanomateriales con

base plata para su posible inclusién como aditivo en piensos

Los resultados de este capitulo han sido obtenidos en el marco del proyecto
“EFA183/16/OUTBIOTICS. Proyecto financiado por el Programa Europeo INTERREG
V-A Espafia-Francia-Andorra (POCTEFA 2014-2020). “Tecnologias innovadoras para
diagnostico, prevencion y eliminacion de contaminantes emergentes (antibidticos) de las
aguas del territorio POCTEFA”™.






Capitulo 5

1. Introduccion

El empleo de antibidticos en piensos de animales de consumo con fines
profilacticos y terapéuticos implica el uso de concentraciones subterapéuticas, que
asociado con tiempos de exposicion prolongados, favorece la aparicion y diseminacion
de cepas bacterianas resistentes a los antibioticos (Holmer et al., 2019). De esta manera,
los animales actuan como reservorio de genes y de bacterias resistentes que
posteriormente pueden transmitirse al ser humano a traves de los alimentos (Brown et
al., 2019; Roth et al., 2019). Asi, Calbo et al. (2011) determinaron la implicacién de una
cepa de K. pneumoniae multirresistente (MDR) productora de BLEE en un brote
nosocomial de transmision alimentaria en Espafia, demostrando que los alimentos
pueden ser un vector de transmisién de BLEEs. Otros estudios mostraron que el
porcentaje de cepas de E. coli resistentes a quinolonas aisladas de pollos y cerdos en
algunos paises de la Union Europea (Espafia, Polonia, Reino unido, Alemania y
Francia) es alto, lo que sugiere que estos antibioticos se han estado utilizado
ampliamente de manera profilactica en estos paises (Roth et al., 2019). De la misma
manera, un brote de salmonelosis en los Estados Unidos (EEUU) se relaciond con
pollos contaminados con una cepa de Salmonella MDR (Gieraltowski et al., 2016). En
definitiva, la exposicion a antibidticos en el entorno animal y humano conlleva a un
incremento en la incidencia de bacterias resistentes (Yang et al., 2019; EFSA, 2020).

Por ello, la Unién Europea (UE) prohibié en 2006 el uso de antibiéticos como
promotores de crecimiento en piensos (UE, 2006). Sin embargo, a pesar de estas
prohibiciones y segun la Agencia Europea del Medicamento (EMA), entre 2010 y 2015
Espafia fue el segundo pais de la UE donde mas antibidticos se emplearon en la cria de
ganado (402 mg/kg de carne producido) (EMA, 2017). Afortunadamente, tras la

implantacion del Plan Nacional de Resistencias a antibiéticos (PRAN) en junio de 2014,
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se registro una reduccion del 32,4% en el consumo de antibidticos en sanidad animal en
el periodo 2014-2017, en particular gracias a los programas REDUCE instaurados en
los diferentes sectores ganaderos. Por ejemplo, esta iniciativa ha logrado disminuir el
consumo de colistina en porcino un 97,2% Yy en avicultura se ha reducido un 71% el
consumo total de antibioticos en los ultimos afios (AEMPS, 2019a).

Dado que el uso de aditivos zootécnicos en alimentacion animal es una practica
habitual y debido a la prohibicion del empleo de antibioticos como promotores de
crecimiento, continla la busqueda de alternativas al uso de antibidticos. Entre las
opciones actuales mas utilizadas en produccién avicola y porcina se incluye el uso de
acidos organicos, probidticos, prebioticos, aceites esenciales, extractos de plantas y
metales como el cobre y el zinc (Griggs, 2005). Sin embargo, estos dos ultimos
presentan como desventaja una considerable retencion tisular y ser potencialmente
contaminantes (Zhang and Guo, 2007). Siguiendo esta linea de actuacion se llegd a
utilizar plata como aditivo en alimentacién de pollos en los afios 50, pero debido a su
alto coste de fabricacion se dejo de emplear (Fondevila, 2010). Actualmente, y gracias
al desarrollo tecnologico de los procesos de fabricacion industrial de nanoparticulas, las
nanoparticulas de plata (AgNPs) tienen un interés especial (Franci et al., 2015). De esta
manera, Fondevila et al. (2009) observaron que las retenciones tisulares de plata en
lechones eran 100 veces inferiores a las referidas por la inclusién de zinc. Al mismo
tiempo, el potencial contaminante de la excrecion de plata a través de los purines se
considera bajo respecto al zinc y cobre. Por todo ello, esta tecnologia hace que las
AgNPs puedan ser consideradas como una posible alternativa en el uso de aditivos
antimicrobianos para la alimentacion animal.

Durante siglos, la plata ha sido conocida por sus efectos antibacterianos y se ha

utilizado para prevenir y controlar infecciones causadas por microorganismos debido a
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su baja citotoxicidad (Taraszkiewicz et al., 2013). EI modo de accion de este metal aln
no se ha dilucidado por completo y segun diversos estudios, ejerce su actividad
antimicrobiana a traves de distintos mecanismos: interactia fisicamente con la
superficie celular bacteriana alterando las funciones de las membranas celulares y
provocando cambios estructurales que hace que las bacterias sean mas permeables
(Franci et al., 2015); reacciona con el ADN bacteriano inhibiendo la replicacion celular
y provocando la muerte bacteriana (Rai et al., 2014). Al mismo tiempo, el hecho de que
la resistencia bacteriana a este elemento sea extremadamente rara (Silver, 2003), le
confiere una especial ventaja para el desarrollo de alternativas antibacterianas que
contengan este material (Marambio-Jones and Hoek, 2010). Por otro lado, las arcillas
también se utilizan en la alimentacién animal con fines nutricionales (aumento de la
digestion de nutrientes, reduccion de la velocidad del transito), sanitarios (prevencion de
diarreas) y ambientales (reduccion de emisiones de amoniaco y malos olores) (Abad-
Alvaro et al., 2019).

Uno de los objetivos del proyecto INTERREG POCTEFA
EFA183/16/OUTBIOTICS (en el que se incluye este capitulo), es evaluar la eficacia y
seguridad de compuestos basados en arcillas y que contengan nanoparticulas de plata,
como una posible alternativa para su uso como aditivos en la alimentacion animal,
garantizando la inocuidad en los animales y en el medio ambiente. Este planteamiento
es acorde con el Reglamento (CE) N° 1831/2003 (UE, 2003) sobre los aditivos en la
alimentacion animal, donde se recoge “la necesidad de desarrollar productos
alternativos que sustituyan el empleo de antibidticos”. De esta manera, el objetivo
especifico de este capitulo ha sido evaluar la actividad bactericida del material C3

desarrollado por Laboratorios ENOSAN S.L. (nanoparticulas de plata depositadas sobre
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un material base de caolinita) frente a una seleccidn de bacterias Gram positivas y Gram

negativas, incluidas bacterias resistentes a distintos grupos de antibidticos.
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2. Material y métodos
2.1. Productos de ensayo

Los productos utilizados en los diferentes ensayos in vitro fueron suministrados
por Laboratorios Enosan S.L. El tratamiento de preparacion del nanomaterial con base
plata (bajo patente), permite el depdsito de plata en la superficie del caolin en forma de
nanoparticulas de plata metalica. Se analizaron 4 lotes del producto C3 (L1, L6, L7 y
L8), que contenian aproximadamente un 1% de plata. EI material inerte C2 (L2) fue
utilizado como control (caolin sin plata, con tratamiento tecnoldgico similar a C3).

2.2. Caracterizacion fisico-quimica

La caracterizacion fisico-quimica de los distintos materiales caolin-plata fue
llevada a cabo por el Grupo de Espectroscopia Analitica y Sensores (GEAS) de la
Universidad de Zaragoza. Dado gue no son resultados propios de esta investigacion, se
resumen a continuacion las caracteristicas més relevantes del nanomaterial C3.

El contenido de humedad promedio presente en el material C3 fue de 0,32% vy el
contenido promedio de plata total fue de 1,04 + 0,10%. El analisis mediante
microscopia electronica de barrido confirmd la presencia de nanoparticulas de plata
(diametro medio de 27 nm) en la superficie de las laminas de caolinita del material C3,
tal como se muestra en la Figura 5.1B. El apartado A de dicha Figura muestra la imagen

del caolin tratado sin plata (C2).
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Figura 5.1. Imagenes de microscopia electrénica de barrido (FESEM). A) Caolin tratado sin
plata (C2), B) material C3-L1. Nanoparticulas de plata visibles en B en color blanco. Realizado
por el grupo de Espectroscopia Analitica y Sensores (GEAS) de la Universidad de Zaragoza.

2.3. Preparacion de las suspensiones de productos de ensayo
Para testar la actividad bactericida de los distintos productos de ensayo descritos
anteriormente, se prepararon suspensiones de 50 mg/ml o 100 mg/ml en agua
desionizada tipo Il (Wasserlab, Millipore). Las suspensiones se prepararon el mismo dia
de la realizacion del ensayo y se mantuvieron a temperatura ambiente.
2.4. Antibiogramas
Esta parte del estudio se llevo a cabo con las bacterias Gram negativas y Gram

positivas que se muestran en la Tabla 5.1. Se incluyen cepas de referencia (CECT) con
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fenotipos sensibles a antibioticos (con la excepcion de Klebsiella pneumoniae CECT
7787), entre las que se encuentran especies clasificadas como especialmente resistentes
a los antibidticos (ESKAPE; Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella
pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa y Enterobacter). Ademas, se incluyen dos
especies de Salmonella, dada su relacién con infecciones transmitidas en el entorno
animal. Por otro lado, se han seleccionado bacterias que presentan diversos tipos de
resistencias antimicrobianas y que han sido aisladas de distintos entornos acuaticos y de

granjas (Pérez-Etayo et al., 2020).
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Tabla 5.1. Cepas utilizadas en los antibiogramas y caracteristicas de las mismas

Identificacion Origen Resistencias Gen resistencia
E. faecium ATCC 19434 CECT (410) - -
S. aureus ATCC 25923 CECT (435) - -
K. pneumoniae ATCC 700603 CECT (7787) Penicilinas blastv-1s
A. baumannii ATCC 19606 CECT (9111) - -
P. aeruginosa ATCC 27853 CECT (108) - -
E. cloacae ATCC 13047 CECT (194) - -
E. coli ATCC 25922 CECT (434) - -
S. enteritidis ATCC 13076 CECT (4300) - -
S. typhimurium ATCC 14028 CECT (4594) - -
E. coli BLEE 1 Rio Clamor Penicilinas/cefalosporinas blactx-mi4, blatemL 278
E. coli BLEE 2 Rio Gallego Penicilinas/cefalosporinas blashv-12, blaremi-27s
E. coli BLEE 3 Granja cerdos Penicilinas/cefalosporinas ND
S. fonticola BLEE Rio Gallego Penicilinas/cefalosporinas blacTx-m1
K. pneumoniae BLEE Depuradora Bera Penicilinas/cefalosporinas blactx-mia

E. coli CARBA
C. freundii CARBA
P. aeruginosa CARBA 1

P. aeruginosa CARBA 2

E. coli COL

K. oxytoca COL

S. aureus SARM 1

S. aureus SARM 3

E. faecium VANCO 2

Depuradora Tudela
Depuradora Tudela
Depuradora Tudela

Depuradora Estella

Colector conejos Murchante
Rio Segre
Rio Cinca
Clinica
Colector conejos Murchante

Penicilinas/cefalosporinas/carbapenems
Penicilinas/cefalosporinas/carbapenems
Penicilinas/cefalosporinas/carbapenems

Penicilinas/cefalosporinas/carbapenems

Colistina
Colistina
Meticilina
Meticilina
Vancomicina

blaremi-278, KPC
blarem-27s, KPC

blarem-27s

ND

mcer-1
ND
ND

mecA

vanB

ND: no detectado
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A partir del conjunto de cepas mantenido en congelacién (-135°C) se prepararon las
cepas de trabajo mediante siembra en medios generales (TSA; Scharlau, Sentmenat,
Barcelona) e incubacion a 37°C durante 24 h. Las cepas se mantuvieron en refrigeracion
(5°C * 3°C), realizando pases periddicos a medios frescos para los diferentes ensayos
(incubacion a 37°C durante 24 h). A partir de estos cultivos frescos, se prepararon
indculos en caldo peptona (APT; Scharlau) ajustando la concentracion en densitometro
(DEN-1-BIOSAN) equivalente a 0,5 McFarland (aproximadamente 1,5 x 102 UFC/ml).
Tras extender el indculo con un hisopo en todas las direcciones de la superficie de una
placa de Mueller Hinton Il con cationes ajustados (MH, Becton Dickinson, Le Pont de
Claix, Francia), se practicaron pocillos en las placas y se colocaron 50 pl de la
suspension del producto a ensayar (50 mg/ml). Como controles positivos de inhibicién
se utilizaron discos de antibioticos: Ampicilina 10 pg (AMP), Amoxicilina/Clavulanico
30 ug (AMC) y Gentamicina 10 pug (GM), suministrados por Becton Dickinson. Las
placas se incubaron a 37°C durante 24 h y posteriormente se procedié a medir el
diametro de los halos de inhibicion generados.

2.5. Concentracion minima inhibitoria y concentracion minima bactericida

(CMI, CMB)

Se llevo a cabo la determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI)
y Concentracion Minima Bactericida (CMB) del producto C3-L1 frente a cepas de
coleccién (E. coli ATCC 8739, P. aeruginosa ATCC 9027, S. aureus ATCC 6538, E.
faecium ATCC 19434, S. enteritidis ATCC 13076 y S. typhimurium ATCC 14028) y
frente a 9 cepas resistentes a antibidticos (E. coli BLEE 1, 2, 3, E. coli CARBA, C.
freundii CARBA, P. aeruginosa CARBA 2, E. coli COL, S. aureus SARM3 y E.
faecium VANCO 2). La CMI es la minima concentracion del agente capaz de inhibir el

crecimiento del microorganismo. La CMB es la concentracion minima del agente que
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destruye el 99,9% de la poblacion microbiana inicial, por lo que se requiere realizar el
recuento de la poblacion que sobrevive y compararlo con la concentracion inicial de

microorganismaos.

Dada la turbidez aportada por el propio producto en suspension, se empleo la
técnica de microdilucion en placa de microtiter mediante el ensayo de viabilidad celular
con resazurina para calcular la CMI, por el cambio de color que se produce cuando hay
crecimiento de microorganismos (forma reducida). Posteriormente, se sembré en agar
TSA para calcular la CMB mediante el recuento de células viables. El procedimiento

fue el siguiente:

- Indculos: se prepard un cultivo fresco de las cepas a ensayar en agar TSA (24 h,
37°C). Tras ajustar el inoculo a 0,5 en la escala de McFarland se realizd una
dilucion 1/100 del indculo en caldo MH (aprox. 1,5 x 108 UFC/ml). Para conocer la
concentracion inicial de cada microorganismo se realizaron diluciones seriadas y

siembra en agar TSA.

- Productos: se prepararon suspensiones del producto a 50 mg/ml o 100 mg/ml,
para bacterias Gram negativas o0 Gram positivas, respectivamente (concentracion de
plata equivalente a 500 pg/ml o 1000 pg/ml). La resazurina (Acros organics,
Waltham, Massachusetts, Estados Unidos) se preparo al 0,02%, disolviendo 0,002 g
en 10 ml de H2O desionizada tipo 1l, homogeneizando con agitador y esterilizando

a través de un filtro de 0,22 um (Millipore Millex PES).

- Placa de 96 pocillos: a cada pocillo se afiadieron 100 ul de caldo MH estéril.
Tras afiadir 100 pl de la suspension de producto C3 al primer pocillo se practicaron
8 diluciones dobles. A continuacién, se afiadieron 30 pl de la solucion de resazurina
a cada pocillo y 100 pl del inéculo preparado (concentracion inicial en cada pocillo

en torno a 1,5 x 10° UFC/ml). Cada una de las concentraciones se testd por
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triplicado. Las dos ultimas columnas correspondieron a los controles negativo (200
ul de caldo MH+ 30 pl resazurina) y positivo (100 pl caldo MH + 100 pl in6culo +

30 pl resazurina).

Determinacion de CMI: las placas se incubaron a 37°C durante 24 h. La CMI
correspondio a la concentracion del ultimo pocillo en el que no se produjo cambio
de color (si hay crecimiento bacteriano el pocillo vira del color azul natural de la

resazurina a su forma reducida, que es de color rosa).

Determinacion de CMB: a partir del pocillo determinado como CMI y
concentraciones superiores se sembraron 0,1 ml en agar TSA. Tras la incubacion a
37°C durante 24 h se contaron las UFC y se determin6 la CMB teniendo en cuenta
el recuento inicial de cada microorganismo (destruccién del 99,9% de la

poblacién).

2.6. Curvas de inhibicién en medio liquido

Se estudid la actividad antimicrobiana del nanomaterial C3-L1 en funcion del
tiempo frente a 7 cepas (E. coli ATCC 8739, E. coli BLEE 2, E. coli BLEE 3, S.
typhimurium ATCC 14028, S. enteritidis ATCC 13076, S. aureus ATCC 6538 y S.
aureus SARM 3), para lo que se realizaron curvas de inhibicion en medio liquido (caldo
MH) empleando distintas concentraciones (CMB, CMI y concentraciones
subinhibitorias). Se partié de una concentracion conocida de cada cepa (in6culos 0,5
McFarland) y se puso en contacto con distintas concentraciones del producto
(realizando diluciones dobles seriadas) en tubos de ensayo estériles. Estos tubos
contenian 4 ml de caldo MH estéril, 1 ml de la solucién del producto C3-L1 y 50 pl de
indculo bacteriano. Ademas, se prepararon 2 tubos que contenian las mismas cantidades
de MH e indculo, pero en lugar de producto C3-L1 se afiadié 1 ml de solucién C2-L2
(control negativo de inhibicion) y 1 ml de agua desionizada (control positivo de
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crecimiento). Inmediatamente después de la inoculacion de los distintos tubos, se
realizd el recuento de microorganismos para conocer la concentracion inicial de partida
(UFC/ml). A continuacion, se llevaron a incubar a 37°C en agitacién y se tomaron
muestras a diferentes tiempos (1, 2, 4, 8 y 24 h). Se realizaron diluciones seriadas y se
sembré 0,1 ml de cada dilucion en agar TSA, para conocer el numero de
microorganismos viables. Posteriormente, se calculd el logio UFC/ml y se representaron

de manera grafica las distintas curvas de inhibicion.
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3. Resultados
3.1. Antibiogramas
Los resultados obtenidos con los distintos lotes del producto C3 frente a las 23
cepas testadas se muestran en la Tabla 5.2. El nanomaterial C3 presentd actividad
antimicrobiana frente a todas ellas, incluidas las cepas ESKAPE y las resistentes,
observandose halos de inhibicion con unos diametros que oscilaron entre 11-21 mm. El
producto sin plata C2 no mostro actividad.

Tabla 5.2. Halos de inhibicion de los productos C2 (sin plata), C3 (con plata) y antibioticos
control (didmetro en mm).

C2 C3 Antibidticos
Cepa 2

L2} L6 L7 L8  X+sd control
E. faecium ATCC 19434 19 20 21 20+1 AMC 37
S. aureus ATCC 25923 20 20 20 20+ 0 GM 24
K. pneumoniae ATCC 700603 15 15 15 150 AMC 19
. baumannii ATCC 19606 19 20 20 19,67 +0,58 GM 17
. aeruginosa ATCC 27853 17 18 17 17,33+0,58 GM 17
. cloacae ATCC 13047 12 11 12 11,67 £0,58 GM 20
. coli ATCC 25922 17 16 16 16,33 +0,58 AMP 20
. enteritidis ATCC 13076 15 15 15 15+ 0 AMP 27
. typhimurium ATCC 14028 15 16 15 15,33+0,58 AMP 26
.coli BLEE 1 15 15 14 14,67 +0,58 AMC 22
.coli BLEE 2 16 16 16 160 AMC 19
.coli BLEE 3 18 18 18 18+0 AMC 20

15 16 16 15,67 +0,58 AMC 19

. pneumoniae BLEE 14 14 15 14,33+0,58 AMC 19

. coli CARBA 15 15 15 15+0 GM 21
. freundii CARBA 17 17 17 17+0 GM 14
. aeruginosa CARBA 1 21 21 21 21+0 GM 21
. aeruginosa CARBA 2 20 20 21 20,33+0,58 GM 19
.coli COL 16 16 16 16+0 AMC 22

. oxytoca COL
. aureus SARM 1

17 18 17 17,33%0,58 AMC 30
20 20 19 19,67 +0,58 AMC 25
S. aureus SARM 3 18 19 18 18,33+0,58 GM 25
E. faecium VANCO 2 20 20 21 20,33+0,58 AMC 40

A
P
E
E
S
S
E
E
E
S. fonticola BLEE
K
E
C
P
P
E
K
S

O O O)O)OY OO OO O O) OO O)O) OO O)O)y OO OO O) OO O OO O

Valor 6 significa ausencia de halo (6 mm es el diametro del pocillo)
2AMP, Ampicilina; GM, Gentamicina; AMC, Amoxicilina/Clavulanico.
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La Figura 5.2. ilustra a modo de ejemplo algunos antibiogramas obtenidos frente
a cepas Gram negativas sensibles (A 'y B) y frente a cepas Gram negativas resistentes a

antibidticos (Cy D).

Figura 5.2. Antibiogramas de los distintos lotes de C3 (con plata) y C2 (sin plata) frente a E.
coli ATCC 25922 (A), P. aeruginosa ATCC 27853 (B), E. coli BLEE 2 (C) y P. aeruginosa
CARBA 2 (D). Productos en solucion 50 mg/ml. GM, gentamicina; AM ampicilina; AMC &cido
clavulanico.

En cuanto a las cepas Gram positivas testadas, la Figura 5.3. ilustra algunos

antibiogramas obtenidos frente a cepas sensibles (A y B) y frente a cepas resistentes (C

y D).

198



Capitulo 5

Figura 5.3. Antibiogramas de los distintos lotes de C3 (con plata) y C2 (sin plata) frente a E.
faecium ATCC 19434 (A), S. aureus ATCC 25923 (B), E. faecium VANCO 2 (C) y S. aureus
SARM 1 (D). Productos en solucion 50 mg/ml. GM, gentamicina; AM ampicilina; AMC &cido
clavuléanico; VA, vancomicina 'y FOX, cefoxitina.

3.2.Determinacion CMIl y CMB

La Tabla 5.3 resume los resultados obtenidos con las 15 cepas seleccionadas
para este estudio (CECT y representativas de cada tipo de resistencia). Los valores de
CMI y CMB se corresponden con pg/ml de plata tedricos que habria por pocillo

(teniendo en cuenta la cantidad de plata presente en el nanomaterial).
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Tabla 5.3. Valores de CMI y CMB (ug/ml plata) para el producto C3-L1 frente a diversas cepas

Cepa CMI CMB
(g/ml)  (png/ml)

E. coli ATCC 8739 7.8 15,6
P. aeruginosa ATTC 9027 3,9 7.8

S. aureus ATCC 6538 15,6 31,3
E. faecium ATCC 19434 7,8 250

S. enteritidis ATCC 13076 7,8 15,6
S. typhimurium ATCC 14028 7,8 15,6
E. coli BLEE 1 7.8 15,6
E. coli BLEE 2 7,8 15,6
E. coli BLEE 3 7.8 15,6
E. coli CARBA 7,8 15,6
C. freundii CARBA 7.8 15,6
P. aeruginosa CARBA 2 3,9 7.8

E. coli COL 7,8 15,6
S. aureus SARM 3 15,6 125

E. faecium VANCO 2 7,8 250

Como se puede observar, el producto C3 tiene mayor actividad frente a bacterias
Gram negativas que frente a Gram positivas y no se han observado diferencias entre
cepas sensibles y resistentes a antibioticos, a excepcion de S. aureus SARM 3. Asi, las
CMB frente a bacterias Gram negativas oscilaron entre 7,8 pug/ml (P. aeruginosa) y
15,6 pug/ml (E. coli y Salmonella). Sin embargo, fue necesario elevar la concentracion
hasta 31,3 pug/ml o 250 pg/ml para obtener la CMB en el caso de bacterias Gram
positivas como S. aureus ATCC 6538 y E. faecium ATCC 19434, respectivamente. Por
otro lado, aunque la CMI de E. faecium fue de 7,8 pug/ml, la reduccién de la viabilidad
celular en un 99,9% no se produjo hasta la concentracion de 250 pg/ml.

A modo de ejemplo, las Figuras 5.4 y 5.5 ilustran el aspecto de las placas de 96
pocillos tras la incubacion a 37°C durante 24 h. Se observa el color azul de la resazurina
en su forma natural y el color rosa en su forma reducida (que se produce si hay

crecimiento de los microorganismos).
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A 125 62,5 31,3 156 7,81 391 1,95 097 Cc+ C-

E. coli ATCC 8739

B 125 62,5 31,3 156 7,81 391 1,95 097 Cc+ C-

E. coli BLEE 2

Figura 5.4. Determinacion de CMI para el producto C3-L1 frente a bacterias Gram negativas:
A) E. coli ATCC 8739 y B) E. coli BLEE 1. C-: control negativo (medio MH estéril). C+:
control positivo de crecimiento (medio MH + inéculo).

250 125 62,5 31,3 156 7,81 3,91 1,95 Cc+ C-

S. aureus ATCC 6538

250 125 62,5 31,3 156 7,81 391 1,95 Cc+ C-

E. faecium ATCC 19434

Figura 5.5. Determinacion de CMI para el producto C3-L1 frente a Gram positivos: A) S.
aureus ATCC 6538 y B) E. faecium ATCC 19434. C-: control negativo (medio MH estéril). C+:
control positivo de crecimiento (medio MH + indculo).

3.3. Ensayos en suspensién: curvas de inhibicion

Las curvas de inhibicion obtenidas frente a las 7 cepas seleccionadas se
muestran en las Figuras 5.6, 5.7 y 5.8. En los ensayos con E. coli ATCC 8739 y S.
aureus ATCC 6538 se incluyé también como control el producto C2-L2 (50 y 100

mg/ml, respectivamente), y tal como se observa en las Figuras 5.6A y 5.8A, se confirma
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la ausencia de actividad antimicrobiana del material soporte caolin sin plata, ya que las

curvas son exactas a las obtenidas con el control positivo de crecimiento.
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Figura 5.6. Curvas de inhibicion del producto C3 en medio liquido frente a A) E. coli ATCC
8739, B) E. coli BLEE 2y C) E. coli BLEE 3.
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Las Tablas 5.4, 5.5 y 5.6 muestran los resultados de células viables (UFC/mlI)

obtenidos en los diferentes tiempos y concentraciones ensayadas.

Tabla 5.4. Células viables de E. coli ATCC 8739 (UFC/mI) tras la exposicion a distintas
concentraciones del producto C3-L1

Tiempo Sin producto Producto C2 Producto C3

(h) Control + 3,9 ug/ml 7,8 pg/ml 15,6 pg/ml 31,3 pg/mi
0 2,6 x 10° 20x10° 2,1x10° 26x10° 1,3x10° 15x10°
1 6,5 x 10° 6,0x10° 1,8x10° 80x10* 19x10* 4,0x10°
2 7,0 x 10° 7,2x10°  12x10° 80x10° 2,0x10? <1

4 3,2 x 108 28x10% 1,8x10* 3,0x10' <1 <1

8 1,4 x 10° 20x10° 9,5x10° <1 <1 <1

24 2,9 x 10° 3,3x10° 29x10’ <1 <1 <1

Sombreado: concentraciones que producen una reduccion >3 log

Tabla 5.5. Células viables de E. coli BLEE 2 (UFC/ml) tras la exposicion a distintas
concentraciones del producto C3-L1

Tiempo Sin producto Producto C3
(h) Control+ 39pg/ml 78pg/ml 156 pg/ml 31,3 pg/ml
0 6,6 x 10° 1,2 x 10° 54 x 10° 45x10° 3,1x10°
1 1,5 x 10° 6,4 x 10° 7,8x10° 6,7 x 10° 52 x 10°
2 22x10"  7,1x10°  42x10° 5,0 x 10° 3,6 x 10°
4 40x10®  76x10* 56x10*  8,0x10° 3,0x10°
24 3,7 x 10° 5,0 x 10° <1 <1 <1

Sombreado: concentraciones que producen una reduccion >3 log

Tabla 5.6 Células viables de E. coli BLEE 3 (UFC/ml) tras la exposicion a distintas
concentraciones del producto C3-L1

Tiempo Sin producto Producto C3
(h) Control + 39ug/m 78ug/ml 156 pg/ml 31,3 pg/ml
0 6,3x 10° 30x10° 8,4x10° 5,2 x 10° 4,1x10°
1 1,4 x 10° 20x10° 54x10* 1,4 x 10* 6,0 x 10°
2 1,0 x 107 8,0x10* 1,6x10* 1,2 x 10? 1,0 x 10*
4 1,1 x 108 70x10° 1,2x10° <1 <1
24 1,5 x 10° 3,0x10° 3,0x10’ <1 <1

Sombreado: concentraciones que producen una reducciéon >3 log

Se observa que la actividad bactericida es mas rapida y con menos concentracion
de plata en el caso de E. coli ATCC 8739 (reduccion del 100% de los microorganismos
iniciales en 8 h con 7,8 pg/ml). Ademas, las concentraciones 15,6 pg/mly 31,3 pg/ml

produjeron una reduccion de mas de 3 logio UFC/mI en el recuento bacteriano después
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de 4 h de incubacion y este efecto letal persistio durante las 24 h de duracion del
experimento. Este efecto también se observo con la cepa E. coli BLEE 3 (aislada de una
granja), a diferencia de lo ocurrido con la cepa E. coli BLEE 2, en la que fueron
necesarias 24 h de incubacion para obtener una reduccion similar con ambas

concentraciones.

Las dos cepas de Salmonella testadas presentan un comportamiento similar,
como se puede observar en la Figura 5.7. A las 2 h de incubacidn se observa el efecto
bactericida con la concentracion de 15,6 pg/ml y superior (31,3 pg/ml). Las Tablas 5.8
y 5.9 muestran los resultados de células viables (UFC/ml) obtenidos en los diferentes

tiempos y concentraciones ensayadas.

Tabla 5.8. Células viables de S. typhimurium ATCC 14028 (UFC/ml) tras la exposicion a
distintas concentraciones del producto C3-L1

Tiempo Sin producto Producto C3
(h) Control + 3,9 ug/ml 7,8 ug/ml 156 pg/ml 31,3 pg/mi
0 57x10° 6,3 x 10° 7,1x10° 8,5 x 10° 7,7x10°
1 4,0 x 10° 1,4 x 10° 1,5 x 10 2,0 x 10° 2,0 x 10
2 9,3 x 10° 1,5 x 10* 1,8 x 10? <1 <1
4 1,2 x 108 3,0x10° 2,0 x 10* <1 <1
24 3,3x10° 2,5 x 10° 1,0x10° <1 <1

Sombreado: concentraciones que producen una reduccion >3 log

Tabla 5.9. Células viables de S. enteritidis ATCC 13076 (UFC/ml) tras la exposicion a
distintas concentraciones del producto C3-L1

Tiempo Sin producto Producto C3
(h) Control + 3,9 ug/mi 7,8 ug/ml 15,6 ug/ml 31,3 pg/ml
0 2,3x10° 1,0 x 10° 1,5 x 10° 1,7 x 10° 1,0 x 10°
1 3,0x 10° 1,1 x 108 5,6 x 10* 5,0 x 103 2,0 x 10t
2 8,0 x 10° 4,2 x 10° 6,0 x 10* <1 <1
4 4,0 x 10’ 1,1x10*  2,0x10 <1 <1
24 7,1 x10° 2,1 x10° 6,9 x 10° <1 <1

Sombreado: concentraciones que producen una reduccion >3 log

204



Capitulo 5
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Figura 5.7. Curvas de inhibicion del producto C3-L1 en medio liquido frente a A) S.
typhimurium ATCC 14028 y B) S. enteritidis ATCC 13076.

Finalmente, las curvas de crecimiento con las cepas Gram positivas (Figura 5.8)
confirmaron que ambas son mas resistentes a la accion antimicrobiana del nanomaterial
C3, observandose una resistencia superior con la cepa S. aureus SARM 3, positiva para
el gen mecA (Figura 5.8B). En concreto, con la cepa S. aureus ATCC 6538 se observo
el efecto bactericida con reduccién logaritmica después de 24 h de incubacion con 31,3
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pug/mly 62,5 pg/ml (Tabla 5.10), mientras que con S. aureus SARM 3, no se logro este

efecto (Tabla 5.11).
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Figura 5.8. Curvas de inhibicion del producto C3-L1 en medio liquido frente a A) S. aureus
ATCC 6538y B) S. aureus SARM 3

Las Tablas 5.10 y 5.11 muestran los resultados de células viables (UFC/ml)

obtenidos en los diferentes tiempos y concentraciones ensayadas.
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Tabla 5.10. Células viables de S. aureus ATCC 6538 (UFC/mI) tras la exposicién a distintas
concentraciones del producto C3-L1

Sin producto

Producto C3

Tiempo

(h) Control + Producto C2 7,8 pug/ml u1g5/’r?]| usgll’rfll 62,5 pg/ml
0 1,5 x 10° 1,5x10® 13x10° 1,3x10® 22x10°% 1,2x10°
1 7,0 x 10° 6,4x10® 96x10° 90x10° 12x10® 7,9x10°
2 4,4 x 107 53x10" 1,0x10° 83x10° 6,6x10° 6,7x10°
4 1,0 x 108 1,3x10% 79x10° 7,0x10° 7,6x10° 45x10°
8 2,0 x 108 24x10%8 83x10° 58x10° 2,1x10° 1,7x10°
24 3,2x10° 23x10° 1,0x10° 1,6x10° <1 <1

Sombreado: concentraciones que producen una reduccion >3 log

Tabla 5.11. Células viables de S. aureus SARM 3 (UFC/ml) tras la exposicion a distintas
concentraciones del producto C3-L1

Tiempo Sin producto Producto C3
(h) Control + 7,8 ug/ml 15,6 pg/ml 31,3 ug/ml 62,5 pg/ml 125 pg/ml
0 6,9 x 10° 78x10° 12x10° 46x10° 27x10° 5x10°
1 9,7 x 10° 42x10° 2,7x10° 4,7x10° 3,1x10° 7,1x10°
2 3,6 x 106 47x10° 41x10° 23x10° 39x10° 49x10°
4 2,6 x 108 29x10° 22x10° 28x10° 27x10° 1,6x10°
24 1,2 x 10° 1,0x107 6,9x10* 30x10° 13x10° 2,1x10?
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4. Discusion

El objetivo de este trabajo ha sido determinar a través de diferentes ensayos in
vitro las propiedades antibacterianas de un nanomaterial formado por caolin-plata para
su posible inclusion en piensos de animales como alternativa al uso de antibidticos. Para
lograr este objetivo, se seleccionaron distintas cepas bacterianas, entre las que se
encontraban las clasificadas como bacterias ESKAPE, asi como cepas resistentes a
distintos antibidticos aisladas de entornos acuéticos (Pérez-Etayo et al., 2020) y granjas.

Los antibiogramas realizados mostraron la actividad bactericida en todas las
cepas ensayadas (cepas Gram negativas y Gram positivas, susceptibles o resistentes a
los antibidticos), lo que sugiere que estas nanoparticulas de plata son agentes
antibacterianos de amplio espectro. Estos resultados concuerdan con hallazgos
anteriores descritos por otros equipos de investigacion, en donde se comprobd que las
nanoparticulas de plata ejercen efecto sobre distintos grupos de bacterias (Lara et al.,
2010; Dakal et al., 2016). En concordancia con nuestros resultados, otros trabajos
muestran que las nanoparticulas de plata son eficaces contra bacterias resistentes a
antibiéticos como E. coli y P. aeruginosa (Doudi et al., 2013; Kar et al., 2016), S.
aureus resistente a meticilina (MRSA) (Yuan et al., 2017) y Enterobacterias productoras
de BLEE (Subashini et al., 2014). De igual modo, Kim et al. (2007) estudiaron la
actividad antimicrobiana de unas AgNP contra E. coli y S. aureus y demostraron que E.
coli se inhibia a concentraciones mas bajas, mientras que los efectos inhibidores sobre el
crecimiento de S. aureus eran menos marcados. De forma similar, nuestros resultados
muestran que efectivamente la CMB del producto C3 es menor frente a bacterias Gram
negativas (15,6 pug/ml para E. coli y Salmonella y 7,8 ug/ml para P. aeruginosa),
mientras que se necesita mayor concentracion de producto para destruir el 99,9% de la

poblacién inicial de bacterias Gram positivas (31,3 pg/ml y 250 pg/ml para S. aureus
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ATCC 6538 y E. faecium ATCC 19434, respectivamente). Por otro lado, los resultados
obtenidos por Loo et al. (2018) con otro tipo de nanoparticulas de plata, muestran una
CMB maés baja para E. coli y Salmonella, mientras que estas concentraciones son mas
elevadas con las nanoparticulas desarrolladas por Lara et al. (2010). Aunque la
comparacion de resultados sobre CMI y CMB es dificil, ya que no existe un método
estandar ni puntos de corte para la determinacion de la actividad antibacteriana de las
distintas AgNPs desarrolladas, lo cierto es que las tendencias observadas son similares y
apuntan hacia una mayor actividad frente a Gram negativas (Zarei et al., 2014). A pesar
de las diferencias encontradas con la CMI/CMB, estos resultados también se
correlacionan con las curvas de inhibicion obtenidas en medio liquido, ya que esta
metodologia se considera mas sensible, debido a que se realiza en mayor volumen y los
microorganismos estdn en contacto continuo con las nanoparticulas debido a la
agitacion constante. De esta manera, se necesitO mas tiempo para observar el efecto
bactericida del producto C3 sobre la viabilidad celular de S. aureus ATCC 6538 y S.
aureus SARM3. Esto podria deberse a la diferencia estructural en la composicion de las
paredes celulares de ambos tipos de bacterias, en concreto, a la forma en que interacttan
las AgNPs con la pared celular (Franci et al., 2015). En esta misma linea, un estudio con
E. coli confirm6 que la acumulacién de nanoparticulas de plata en la membrana celular
crea espacios en la bicapa, dando lugar a una mayor permeabilidad y finalmente muerte
celular bacteriana (Rai et al., 2014). Por el contrario, la pared de las bacterias Gram
positivas podria generar una mayor resistencia al ingreso de las nanoparticulas (Flores et
al., 2010). Asi, una capa de peptidoglicano mas gruesa actuaria como una barrera fisica
contra las AgNP independientemente del mecanismo de accion involucrado, tal como se

muestra en la Figura 5.9.
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Figura 5.9. Modelo hipotético que muestra la interaccion de las AgNPs frente a
bacterias Gram positivas (A) y Gram negativas (B)

En definitiva, el material C3 ha sido capaz de destruir una alta concentracion de
bacterias (aproximadamente 10°-10° UFC/ml) en concentraciones relativamente bajas
de plata (entre 7,8 y 15,6 pug/ml para Gram negativos y 31,3 pg/ml para Gram positivos,
tras 24 h de exposicion en agitacion), por lo que de acuerdo con Loo et al. (2018), estos
resultados indican que el nanomaterial caolin-plata desarrollado en este proyecto
muestra un excelente efecto antimicrobiano.

Algunos autores han sugerido que la alimentacion con nanoparticulas de plata
mejora la eficiencia digestiva, la inmunidad y el rendimiento en ganado y aves de corral
(Saleh and EI-Magd, 2018), aunque los estudios sobre los efectos en animales de
produccién son escasos.

Por ello, la introduccion de estos novedosos materiales en animales y productos
de consumo requiere evaluaciones de seguridad, asi como una comprension mas clara
de cualquier impacto potencial tanto en la salud humana como en el medio ambiente.
De esta manera Abad-Alvaro et al. (2019), estudiaron los efectos sobre la retencion de
plata tisular en cerdos, utilizando unas nanoparticulas de caolin-plata similares al
producto C3. Los resultados mostraron que la plata se acumulaba en el higado en el
periodo de alimentacion con el pienso complementado con el nanomaterial, y que los

niveles de plata excretados en heces eran altos en comparacion con los retenidos en los
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tejidos del higado. Por otro lado, no se encontro plata en valores significativos en los
tejidos musculares, por lo que hace de esta tecnologia una alternativa potencial como
promotora del crecimiento. Sin embargo, se debe evaluar el impacto ambiental de las
heces, dado el contenido de plata encontrado, lo que podria limitar su aplicacién al suelo
como préactica de manejo de estiércol.

En conclusion, las nanoparticulas de caolin-plata (C3) desarrolladas en este
proyecto mostraron una excelente actividad antibacteriana contra todos los patdgenos
testados, incluidas las cepas multirresistentes, por lo que, desde el punto de vista
microbiologico, este producto cumple con las expectativas de ser un buen candidato
como aditivo zootécnico en piensos de animales y reducir asi el empleo de antibidticos.
Sin embargo, son necesarios estudios adicionales sobre viabilidad econdémica, seguridad
animal e impacto ambiental, para evaluar la efectividad de la alternativa propuesta en el

contexto de One Health.
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Obijetivo 4

CONTEXTO

Para finalizar esta tesis, nos centraremos en dos de los objetivos que recoge el
nuevo PRAN 2019-2021 para controlar el avance de las resistencias antimicrobianas: el
diagnostico y el tratamiento.

Por un lado, existe la necesidad de promover el desarrollo de pruebas de
diagnostico rapido (PDR) para la determinacion de los patrones de
sensibilidad/resistencia que puedan ser interpretadas con criterios universales. Esto
permitira la eleccion precoz y adecuada de la prescripcion antibiotica, evitando asi
tratamientos ineficaces. Hasta ahora, la incertidumbre que se genera en el proceso de
diagnostico bacteriano es una de las razones mas importantes de esta prescripcion
innecesaria. De esta manera, en el Capitulo 6 se ha llevado a cabo la puesta a punto de
un método de diagndstico rapido de cepas productoras de BLEE mediante la tecnologia
MALDI-TOF, en concreto utilizando el equipo VITEK-MS de bioMérieux en el modo
de investigacion (VITEK®-MS RUO).

Por otro lado, es necesario impulsar medidas alternativas o complementarias de
tratamiento como nuevas herramientas para vencer las infecciones bacterianas causadas
por microorganismos resistentes. En este sentido, en el Capitulo 7 se han evaluado dos
estrategias que en los Gltimos afios estan cosechando resultados prometedores. Asi, se
ha testado la actividad de péptidos antimicrobianos derivados de la proteina humana
lactoferrina y de metabolitos producidos por determinadas bacterias lacticas frente a

cepas de E. coli productoras de BLEE.
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Capitulo 6

1. Introduccion

En los capitulos anteriores ha quedado patente el grave problema de salud
publica originado por las resistencias a los antibioticos, especialmente las infecciones
causadas por bacterias productoras de BLEE (Sultan et al., 2018). La deteccion e
identificacion precoz del tipo de resistencia causante permitiria establecer el tratamiento
optimo, evitando tratamientos empiricos que aportan mayor toxicidad, coste y presion
antibidtica. En la actualidad, los métodos mas habituales de diagndstico microbioldgico
se fundamentan en el estudio del fenotipo, enfrentando la bacteria con el antibidtico
(McLain et al., 2016). Este proceso requiere de un minimo de 18-24 h de incubacion,
por lo que seria deseable acortar estos tiempos mediante el desarrollo de métodos de
diagnostico rapidos, sencillos y econdmicos. Entre los métodos rapidos mas utilizados
se encuentran las técnicas moleculares como la PCR, microarrays, citometria de flujo o
la espectrometria de masas, en la que nos centraremos en este trabajo (Demirev et al.,
2013; March-Rosselld, 2017).

La espectrometria de masas es una técnica empleada para el analisis cualitativo
de estructuras organicas. A través de esta técnica, todo compuesto o molécula muestra
un espectro especifico dado por la masa de sus componentes (Angeletti and Ciccozzi,
2019). Uno de los espectrémetros de masas mas utilizados hoy en dia en el campo de la
Microbiologia es el MALDI-TOF MS (Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization
Time Of Flight Mass Spectrometry). Esta técnica consiste en una ionizacion por pulsos
de laser de una muestra previamente co-cristalizada con una matriz polimérica,
provocando la liberacién de distintos iones, cada uno con un tiempo de vuelo diferente.
De esta manera dada la correlacién entre la masa del compuesto con su tiempo de vuelo,

el aparato es capaz de generar el espectro del compuesto (Clark et al., 2013).

219



Capitulo 6

El equipo esta provisto de tres partes fundamentales: una fuente de ionizacion,
un analizador y un detector (Figura 6.1). En la cAmara o fuente de ionizacion es donde
ocurre la ionizacion y desorcion de la muestra. El impacto del laser sobre la muestra
provoca una desorcién e ionizacion de los distintos analitos (esferas rojas, azules y
naranjas) embebidos en la matriz (esferas verdes). Un campo eléctrico acelera los
analitos a una velocidad directamente dependiente de su ratio masa/carga (m/z). Una
vez en el analizador de masas por tiempos de vuelo, se mide con precision el tiempo que
los analitos tardan en llegar al detector de particulas. Segun ese tiempo el aparato es
capaz de calcular el ratio m/z de los analitos que establece la relacion masa/carga por
tiempo de vuelo y finalmente, el detector de iones unido a un equipo informatico
procesa los datos dando lugar a un espectro de masas, que enfrenta la intensidad de la
sefial en el eje Y con la relacion masa/carga de la molécula, en el eje X (Dekker and

Branda, 2011; Wieser et al., 2012).
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Figura 6.1. Representacion esquematica de la identificacion de muestras organicas mediante
MALDI-TOF MS. Adaptacion de la Figura desarrollada por Wieser et al. (2012).

El MALDI-TOF MS se utiliza satisfactoriamente para la identificacion de

microorganismos bacterianos y flngicos, pero desde hace unos afios se ha incrementado
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el interés por su utilizacion para la deteccion rapida de distintos mecanismos de
resistencia a antibidticos (Oviafio, 2019). La idea se fundamenta en la deteccion
indirecta de la actividad enzimatica, es decir, estudiar las modificaciones inducidas en
los antibidticos por la accion de las enzimas B-lactamasas presentes en la bacteria bajo
estudio (Sparbier et al., 2012). La actividad de estas enzimas produce una hidrolisis del
antibidtico, dando lugar a un cambio molecular que modifica el espectro del mismo.
Ademas, algunos antibidticos tras ser hidrolizados sufren una descarboxilacion, que de
nuevo modificara su espectro (Hrabak et al., 2013).

Hasta la fecha, varios trabajos han demostrado la deteccion de actividad B-
lactamasas y carbapenemasas por esta metodologia (Hrabak et al., 2011, 2012; Oviafio
et al., 2014, 2016, 2017; Dortet et al., 2018), pero la mayoria se han realizado con el
equipo MALDI Biotyper (Bruker Daltonik, Alemania) por su mayor desarrollo en los
programas necesarios para el andlisis de espectros antibidticos. De esta manera, se
conocen los picos de masas y las formas moleculares correspondientes de varios
antibidticos, tanto en su forma original (patrones de sensibilidad) como hidrolizada
(patrones de resistencia) (Sparbier et al., 2012; Oviafio et al., 2017).

Sin embargo, muchos laboratorios de diagndstico clinico trabajan con el segundo
equipo disponible actualmente en el mercado (VITEK® MS, bioMérieux, Francia), para
el que apenas hay estudios publicados sobre su posible utilizacion para la deteccién de
resistencias (Knox et al., 2014; Carvalhaes et al., 2015). Por ello, el objetivo de este
capitulo ha sido poner a punto la metodologia de deteccion rapida de Enterobacterias
productoras de BLEE y carbapenemasas utilizando el equipo VITEK® MS

(bioMérieux).
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2. Material y métodos
2.1. Seleccion de cepas

Para llevar a cabo este estudio se seleccionaron 8 cepas de Enterobacterias
productoras de BLEE que presentaban distintos tipos de genes bla (SHV-12, CTX-M1y
CTX-M15) o bien eran productoras de carbapenemasas del tipo KPC. Aungue la mayor
parte procedian de aislados clinicos, las 2 cepas productoras de carbapenemasas fueron
aisladas de una estacion depuradora de aguas residuales (EDAR) (Pérez-Etayo et al.,
2020). Las principales caracteristicas de estas cepas se muestran en la Tabla 6.1. Como
control negativo se utiliz6 una cepa de E. coli no productora de BLEE, procedente de la
coleccidn espariola de cultivos tipo (E. coli CECT 516, ATCC 8739).

A partir de las cepas congeladas a -135°C, se realizo un pase a placas de TSA
(Scharlab S.L., Sentmenat, Espafia) para la obtencion de las cepas de trabajo

(incubacion a 37°C +1 durante 18-24 h).
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Tabla 6.1. Principales caracteristicas de las cepas empleadas en este estudio

Perfil de resistencia a antibi6ticos?

© %2} n ! (%)
1] o @© [--%
= g 5 2 g 5 ) 2 £ 5 38 5 -
8 5 2 @ 5] s = @) = ) o 5 S o S = 8
° Q = & 5 S v O S Q o S € o S S =
S O o 0 3 = 2 8 S =8 < £ S 5
@I- LL [¢b] ('_ES C o O e =] 3
o S = "g < © (@4 =
.. . AMP, CZ, CXM, CPD, CIP,
1 C38 Clinico .coli CTX-M15 A ST510 10CC PIP.MZ CTX, CAZ, FEP AZT - - MXE TET SXT
L. . AMP, CZ, CXM, CPD,
2 C41 Clinico .coli CTX-M1 D ST844 NA PIP.MZ CTX, CAZ, FEP AZT - - - TET -
.. . AMP, CZ, CXM, CPD, CIP,
3 C43 Clinico .coli CTX-M15 A ST650 23CC PIP.MZ CTX, CAZ, FEP AZT - - MXE TET CHL
.. . ST359 AMP, CZ, CXM, CPD,
4 C64 Clinico .coli CTX-M1 A 6 NA PIP.MZ  CTX, CAZ, FEP AZT AMS - - TET SXT
.. . AMP, CZ, CXM, CPD, LV, CIP,
5 C71 Clinico .coli SHV-12 A ST90 23CC PIP, MZ CAZ, FEP AZT - MXE - -
. . AMP, CZ, CXM, CPD, LV, CIP,
6 C89 Clinico .coli SHV-12 A ST90 23CC PIP. MZ CAZ, FEP AZT - MXE TET CHL
AMC ETP LV, CIP
. TEML-278 AMP CZ, CXM, CPD ' ' ' ' SXT
7 E33-1 EDAR .coli A ST52 NA ' ! ' O AZT  AMS, MER, MXF, - !
KPC PIP, MZ CTX, FOX, FEP T7p IMP NOR FOT
CZ, CXM, CPD, AMC, ETP,
8 E33-2 EDAR C. freundii TEI\QII;&:ZYB, - - P'IAI\DMI\F;I,Z CTX,CAZ, FOX, AZT AMS, MER, MXF - FOT
' FEP TZP IMP

1 NA: no asociado
2AMP, ampicilina; PIP, piperacilina; MZ, mezlocilina; CZ, cefazolina; CXM, cefuroxima; CPD, cefpodoxima, CTX, cefotaxima; CAZ, ceftazidima, FOX, cefoxitina; FEP,

cefepime; AZT, aztreonam; AMC, amoxicilina-acido clavulanico; AMS, ampicilina-sulbactam; TZP, piperacilina-tazobactam; ETP, ertapenem; MER, meropenem; IMP,

imipenem; GM, gentamicin; TO, tobramicina; LV, levofloxacino; CIP, ciprofloxacino; MXF, moxifloxacin; NOR, norfloxacino, TET, tetraciclina; SXT, trimetroprim-

sulfametoxazol; FOT, fosfomicina; CHL, cloranfenicol , COL, colistina.
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2.2. Antibiéticos e inhibidores de -lactamasas

Para estudiar la presencia de B-lactamasas de espectro extendido se utilizaron
distintas cefalosporinas: ceftazidima (0,25 mg/ml), ceftriaxona (0,5 mg/ml) vy
cefotaxima (0,5 mg/ml), mientras que el &cido clavulanico (0,05 mg/ml) se utiliz6 como
inhibidor de estas enzimas. Se emplearon cepas portadoras del gen de resistencia que
codifica la proteina SHV-12 para detectar la hidrolisis de la ceftazidima, mientras que se
utilizaron cepas del grupo CTX-M para la hidrdlisis de ceftriaxona y cefotaxima (CTX-
M15 y CTX-1, respectivamente), debido al poder hidrolitico de dichas enzimas sobre
estos antibidticos (Paterson and Bonomo, 2005; Nordmann et al., 2012). Para detectar la
actividad enzimatica producida por carbapenemasas del tipo KPC se utilizd el
ertapenem (0,5 mg/ml). Todos los antibioticos fueron suministrados por Sigma (Sigma-
Aldrich, Madrid, Espafia) y se prepararon distintas soluciones patron de los antibidticos
o inhibidor de B-lactamasa en H2O desionizada tipo Il (Wasserlab, Nodin, Espafia).

2.3. Solucion de reaccion
En primer lugar, se prepararon dos soluciones stock:
- Solucion 10x de bicarbonato: 158,1 mg de NH4CO3 (Sigma-Aldrich) en 20
ml de H20 desionizada tipo Il.
- Solucion de zinc: 10 mg de ZnCl> (Sigma-Aldrich) en 1 ml de H20
desionizada tipo II.

La solucion de reaccion (10 mM NH4COs, ZnClz> 10 pg/ml y 0,005% SDS,
pH=8) se preparo afiadiendo 1 ml de la solucién de bicarbonato, 10 ul de la solucién de
zincy 0,5 mg de SDS (Sigma-Aldrich) a 9 ml de H>O desionizada tipo I1.

2.4. Matriz
Se utiliz6 la matriz organica comercial HCCA (4cido a-ciano-3,4-

hidroxicinamico) (bioMérieux). Es importante comprobar que la solucién de matriz es
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incolora y no hay restos de cristales amarillos en suspension, ya que pueden dificultar la
lectura del espectro de masas.
2.5. Calibracion

La calibracion mensual del equipo se llevd a cabo por el personal técnico de
bioMérieux, para confirmar que los parametros del equipo eran los 6ptimos para realizar
correctamente las lecturas. Ademas, en cada experimento se afiadié la matriz de manera
independiente, para comprobar si se producia o no un desplazamiento de los picos de
masas detectados respecto a los espectros obtenidos con el equipo MALDI Biotyper de
Bruker (Sparbier et al., 2012).

2.6. Deteccion de BLEE y carbapenemasas mediante el sistema VITEK MS

Se utilizo el sistema SARAMIS v4.12 VITEK®-MS plus RUO (bioMérieux)
para la deteccion precoz de las cepas productoras de B-lactamasas y carbapenemasas.
Para ello, se siguieron dos estrategias diferentes (en presencia y ausencia de solucién de
reaccion), probando distintos tiempos de incubacion en ambas para establecer el tiempo
optimo. En general, las muestras se incubaron a 30 y 60 min, aunque para alguno de los
antibidticos se necesitd alargar el tiempo de incubacion hasta 120 y 180 min.

En primer lugar, se estudid si era necesario afiadir una solucion de reaccion
(apartado 2.3) y se siguid el protocolo desarrollado por Oviafio et al. (2017). En un tubo
con 1 ml de solucion de reaccion se afiadieron 50 ul de la solucion antibidtica pertinente
y se inoculd con un asa de siembra desechable de 1 pl el correspondiente cultivo
bacteriano fresco (TSA, 37°C, 24 h). A continuacidn, se incub0 en agitaciéon a 37°C +
1°C durante el tiempo correspondiente.

En segundo lugar, se siguid el protocolo descrito por Sparbier et al. (2012),
inoculando con asa de siembra calibrada (1 pl) el cultivo bacteriano fresco en un tubo

que contenia 10 ul de la solucién antibi6tica, con incubacion posterior a 37°C + 1°C
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durante el tiempo seleccionado. En ambos casos, una vez transcurrido el tiempo de
incubacion, los tubos fueron centrifugados (Fisher Micro Centrifuge Model 235A) a
12.000 X g. durante 2 min y se tomd una fraccion del sobrenadante para su posterior
analisis.
2.6.1. Preparacion de la muestra de ensayo

Se utilizaron unos portaobjetos de acero inoxidable especiales para el VITEK®-
MS (FLEXI MASS™_ bioMérieux), que disponen de 48 pocillos, con un pocillo extra
en el centro de cada grupo (Figura 6.2). A cada pocillo se afiadi6 1 ul del sobrenadante
obtenido tras los distintos tiempos de incubacion. Ademas, se incluy6 un pocillo control
para obtener el espectro del antibidtico correspondiente, para lo que se afiadid
directamente 1 ul de la solucion antibiotica. Una vez dispuestas y secas a T ambiente
todas las muestras sobre el portaobjetos, se afiadio 1 ul de matriz HCCA (bioMérieux) a
cada pocillo. La matriz polimeriza con la muestra y se seca a temperatura ambiente para
poder ser leida en el espectrometro de masas. Finalmente, se introdujo el portaobjetos

en el equipo para realizar las lecturas correspondientes.

4,

g

Figura 6.2. Portaobjetos de acero inoxidable (FLEXI MASS™, bioM¢érieux). El pocillo
central sirve para inocular el control o calibrador y el cédigo de barras para tener un registro e
identificacion de la placa.

2.6.2. Condiciones de ensayo en el equipo
Una vez introducido el portaobjetos en el equipo VITEK®-MS se establecen las

condiciones de ensayo, que en este estudio han sido las siguientes:
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- Sistema VITEK®-MS plus RUO

- Léser de nitrogeno de 60 Hz

- Fuente de iones 1 [IS1]: 20 kV

- Fuente de iones 2 [IS2]: 17°5 kV

- Lentes: 6’5 kV

- Detector: 2650 V

- Rango de deteccion de masas: 100-1000 Da

Establecidos los parametros, el equipo genera un vacio y cuando esta listo ya se
puede bombardear cada pocillo mediante el disparo de pulsos cortos de laser. El
bombardeo de cada pocillo se realizé de forma manual, con el programa Shimadzu
Biotech Axima Assurance 2.9.3 (bioMérieux). En ese momento, cada muestra es
ionizada y gracias al vacio generado dentro del equipo, las moléculas ionizadas se
vaporizan. Mediante el voltaje generado, estas moléculas viajan hasta un detector que
mide el tiempo de vuelo generado y lo relaciona con la masa molecular del analito. De
esta manera, el sistema VITEK®-MS produce el espectro de masas acorde al tiempo de
vuelo.

2.6.3. Interpretacion de resultados

Los picos de masas originados se identificaron segun las referencias encontradas
en el trabajo de Sparbier et al. (2012) teniendo en cuenta el desplazamiento observado
en el espectro de la matriz HCCA. En la Tabla 6.2 se muestran los picos de masas de los
antibidticos estudiados, en su forma original (patron de sensibilidad) y en su forma
hidrolizada (patron de resistencia). Se utilizd el programa mMass (version 5.5.0)

(http://www.mmass.org/) para el andlisis de los distintos espectros obtenidos.

227


http://www.mmass.org/

Capitulo 6

Tabla 6.2. Picos de masas (Da) de los distintos antibiéticos en su forma original (patron de sensibilidad) e hidrolizados (patréon de resistencia) (Sparbier et al.,
2012)

Patrén de sensibilidad (Da)* Patrén de resistencia (Da)*
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s 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2

Cefotaxima 4555 456,6 478,5 396,5 4145 370,
Ceftazidima 546,6 547,6 468,6 486,6 4426
Ceftriaxona 554,6 555,6 577,6 616,6 396,6 368,6 324,6 414,6 370,6

Ertapenem 4755 476,5 498,5 520,5 542,5 514,5 536,5 4945 516,5 538,5 554,5 450,5 472,5 488,5

! Los términos sensibilidad y resistencia mediante MALDI-TOF MS se refieren al patron de masas caracteristico del antibiético sin modificaciones y al hidrolizado,
respectivamente.
2 X, acetil para cefotaxima, piridin para ceftazidima y triazin-ytiol para ceftriaxona.
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3. Resultados
3.1. Espectro matriz HCCA
En cada experimento se afiadio la matriz HCCA de manera independiente en
uno de los pocillos centrales del portaobjetos. De esta manera, se comprobo el
desplazamiento de los picos de la matriz (desde -2 a -4 Da), segun los valores
publicados por Sparbier et al. (2012) (Figura 6.3). El desplazamiento de estos picos nos
permitio determinar posteriormente los picos de masas correspondientes a cada

antibiotico.
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Figura 6.3. Ejemplo de un espectro generado de la matriz HCCA. El eje vertical muestra la
intensidad y el horizontal la relacion masa/carga (m/z) expresada en Daltons (Da). Se
comprueba el desplazamiento de -2 Da en comparacion con el valor de la matriz del trabajo de
Sparbier et al. (2012) ([M+H]+ a 190 Da y [2M+H]+ a 379 Da).

3.2. Deteccion de actividad BLEE
3.2.1. Ceftazidima
Para estudiar la hidrolisis de este antibiotico, se emplearon dos cepas portadoras
de blasnv-12 (Cepas C71 y C89, Tabla 6.1) dado que este tipo de B-lactamasas hidrolizan
con mas eficacia la ceftazidima (Nordmann et al., 2012). De acuerdo con los resultados

de otros grupos de investigacion (Oviafio, 2019) y con el fin de establecer el tiempo
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optimo de incubacion para la deteccion de actividad enzimatica, se realizaron
incubaciones de hasta 180 min.

La Figura 6.4 refleja los espectros de masas obtenidos. En el apartado A se
muestra el espectro del control negativo (E. coli ATCC 8739 con ceftazidima), con los
picos caracteristicos del patrén de sensibilidad sombreados en gris (464 Da y 544 Da).
El espectro del antibiotico en ausencia de microorganismos dio lugar al mismo patron al
igual que los espectros obtenidos con &cido clavulanico tras 60 min de incubacién
(datos no mostrados). Los apartados B, C y D muestran a modo de ejemplo la hidrolisis
producida por la cepa C71, aunque los resultados fueron idénticos con la cepa C89. La
aparicion de los picos de resistencia (sombreados en rojo) de 439 y 483 Da no se
produjo hasta los 60 min de incubacion (Figura 6.4C), mientras que este Gltimo pico
tampoco se aprecid a los 180 min de incubacién (Figura 6.4D). Ademas, en ninguna de
las condiciones de incubacion se produjo la desaparicion de los picos sensibles, ni
siquiera al aumentar el tiempo de incubacion hasta 180 min (Figura 6.4D) y tampoco se
observaron diferencias entre la adicibn o no de solucion de reaccién (datos no
mostrados).

Por tanto, como en ninguna de las condiciones de hidrdlisis ensayadas se
produjo la desaparicién de los picos sensibles, no se recomienda el uso de ceftazidima
para la deteccion de resistencias mediante MALDI-TOF con el equipo VITEK®MS

(bioMérieux).
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Figura 6.4. Espectros de masas de ceftazidima en ausencia de solucién de reaccion. A) Control
negativo: E. coli ATCC 8739-ceftazidima, B) Hidrolisis de ceftazidima con la cepa C71 durante
30 min de incubacién; C) Hidrdlisis de ceftazidima con la cepa C71 durante 60 min de
incubacion; D) Hidrdlisis de ceftazidima con la cepa C71 durante 180 min de incubacion. Los
picos de sensibilidad se indican sombreados en gris, mientras que los picos de resistencia se
muestran sombreados en rojo. Se realizaron al menos dos repeticiones de cada ensayo de
hidrolisis.
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3.2.2. Ceftriaxona

La hidrolisis de ceftriaxona se estudido empleando dos cepas portadoras de
blactx-mis (Cepas C38 y C43, Tabla 6.1). En la Figura 6.5 se puede observar los
espectros de masas obtenidos con la cepa C38, aunque los resultados de la cepa C43
fueron similares (datos no mostrados). De forma similar a lo observado con la
ceftazidima, los picos de sensibilidad (321, 365, 393, 552, 574 y 618 Da; sombreados en
gris), no desaparecieron ni a los 30 (Figura 6.5B) ni a los 60 min de incubacion (Figura
6.5C). Sin embargo, la hidrdlisis fue mas rapida y se detectaron los picos de resistencia
de 414 Da ([Mhidrol-triazin-ytiol+K]*) y 370 Da ([Mhidrol-triazin-ytiol-CO2+H]") con
tan solo 30 min de incubacién y sin el empleo de solucion de reaccién (Figura 6.5B).
Por dltimo, los espectros de masas obtenidos con &cido clavulanico mostraron la
desaparicion de estos picos resistentes (Figura 6.5D), pero una vez mas, como el
protocolo de hidrdlisis no fue eficaz ya que los picos sensibles no desaparecieron,
tampoco se recomienda el empleo de este antibidtico para la deteccion de resistencias

mediante el equipo VITEK®MS (bioMérieux).
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Figura 6.5. Espectros de hidrolisis de ceftriaxona en ausencia de solucién de reaccion. A)
Control negativo: E. coli ATCC 8739-ceftriaxona, B) Hidrolisis de ceftriaxona con la cepa C38
durante 30 min de incubacion. C) Hidrdlisis de ceftriaxona con la cepa C38 durante 60 min de
incubacion. D) Hidrolisis de ceftriaxona-ac.clavulénico con la cepa C38 durante 60 min de
incubacion. Los picos de sensibilidad se indican sombreados en gris, mientras que los picos de
resistencia se muestran sombreados en rojo. Se realizaron al menos dos repeticiones de cada
ensayo de hidrdlisis.
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3.2.3. Cefotaxima

Finalmente, la hidrdlisis de la cefotaxima se estudio con dos cepas portadoras de
blactx-m1 (Cepas C41 y C64, Tabla 6.1), debido a que este tipo de B-lactamasas tienen
una potente actividad hidrolitica sobre este antibiotico. A modo de ejemplo, la Figura
6.6 muestra los espectros obtenidos con la cepa C41, aunque los resultados fueron
idénticos para ambas cepas. El apartado A refleja el patrén de sensibilidad obtenido con
el control negativo (E. coli ATCC 8739) dando lugar a los picos de masas de 393, 453y
475 Da. En el apartado B se puede observar como se ha producido una hidrdlisis
completa de la cefotaxima con 60 min de incubacién, dando lugar al patron de
resistencia de 367 Da [Mhidrol-acetil-CO?+H]* y 411 Da [Mhidrol- acetil+K]* (picos
sombrados en rojo) y una desaparicion total de los tres picos de sensibilidad. En este
caso la hidrdlisis completa ocurrié a los 60 min de incubacion, ya que a los 30 min
todavia no habian desaparecido por completo los picos de sensibilidad (datos no
mostrados). Ademas, el estudio realizado en presencia de &cido clavulanico (Figura
6.6C) mostro la inhibicidn de la actividad BLEE de la cepa, obteniéndose solamente los
picos sensibles (393, 453 y 475 Da) al igual que en el control negativo.

En todos los casos, el protocolo que utilizé la solucion de reaccién no fue capaz
de detectar las formas hidrolizadas (datos no mostrados), por ello no se recomienda su

uso en el procedimiento de hidrélisis de antibidticos B-lactamicos.
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Figura 6.6. Espectros de hidrdlisis de cefotaxima en ausencia de solucion de reaccion. A)
Control negativo: E. coli ATCC 8739-cefotaxima, B) Hidrolisis de cefotaxima con la cepa C41
durante 60 min de incubacion. C) Hidrolisis de cefotaxima-Ac. clavulanico con la cepa C41
durante 60 min de incubacién. Los picos de sensibilidad se indican sombreados en gris,
mientras que los picos de resistencia se muestran sombreados en rojo. Se realizaron al menos
dos repeticiones de cada ensayo de hidrdlisis.
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3.3. Deteccion de actividad carbapenemasa

El estudio se llevd a cabo con el antibiotico ertapenem y dos cepas productoras
de carbapenemasas tipo KPC (E. coli E33-1 y C. freundii E33-2; Tabla 6.1). Tal como
se puede observar en la Figura 6.7A, la deteccion de los picos sensibles (sombreados en
gris) en el control negativo se produjo correctamente y todos éstos desaparecieron
cuando se produjo la hidrolisis del ertapenem con 60 min de incubacién (Figuras 8.8B,
8.8C y 8.8D). Los resultados de hidrdlisis fueron iguales en ambas cepas (E. coli
espectro coloreado en azul y C. freundii color naranja) y el empleo de la solucion de
reaccion mejord la deteccion de mas formas hidrolizadas en el patron de resistencia
(Figura 6.7D), a diferencia de los resultados obtenidos con la hidrélisis de las
cefalosporinas. Sin embargo, esta hidrolisis no fue efectiva en su totalidad por varias
razones. En primer lugar, de los 7 picos que componen el patron de resistencia,
solamente se detectaron 5 (aunque el pico de 551 Da [Mhidrol+Na+K]* mostr6 una
intensidad muy pequefia), no manifestandose los picos de 485 Da [Mhidrol-CO2+K]" y
513 Da [Mhidrol+Na]*. Por otro lado, tanto el pico de 447 Da [Mhidrol-CO2+H]* como
el de 469 Da [Mhidrol-CO>+Na]*, también aparecieron en el control negativo (Figura
6.7A), por lo que no se puede confirmar que estos picos correspondan con exclusividad

al patrén resistente.
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Figura 6.7. Espectros de hidrolisis del ertapenem. A) Control negativo: E. coli ATCC 8739-
ertapenem, B) Hidrolisis con la cepa E. coli 33-1 durante 60 min en ausencia de solucion de
reaccion, C) Hidrolisis con la cepa C. freundii 33-2 durante 60 min en ausencia de solucién de
reaccion, D) Hidrolisis de ertapenem con ambas cepas durante 60 min de incubacién en
presencia de solucidn de reaccion. Los picos de sensibilidad se indican sombreados en gris,
mientras que los picos de resistencia se muestran sombreados en rojo. Se realizaron al menos
dos repeticiones de cada ensayo de hidrolisis.
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4. Discusion

Dado el aumento de cepas nosocomiales y comunitarias que presentan [-
lactamasas de espectro extendido (BLEE), su deteccion e identificacion precoz cobra
especial importancia para llevar a cabo un diagnéstico 6ptimo y una eleccién adecuada
del tratamiento, evitando el uso de terapias empiricas. Gracias a su versatilidad, el
MALDI-TOF MS se esta introduciendo en los laboratorios de Microbiologia clinica
como una alternativa para la deteccidon de diferentes mecanismos de resistencia a los
antibidticos. Esta metodologia se basa en el analisis directo de la reaccion enzimatica
producida sobre la molécula antibidtica. Por tanto, este ensayo es mucho mas rapido y
los resultados estan disponibles en tan solo unas horas. Asi, el objetivo general de este
trabajo ha sido poner a punto la deteccion de Enterobacterias productoras de BLEE y
carbapenemasas utilizando el equipo VITEK® MS RUO (bioMérieux), ya que hasta la
fecha no se dispone de protocolos armonizados que permitan la deteccion de
resistencias antimicrobianas con el equipo de esta casa comercial.

La deteccion directa de actividad B-lactamasa se llevo a cabo mediante el estudio
de hidrolisis de tres cefalosporinas: ceftazidima, ceftriaxona y cefotaxima. La hidrolisis
de la ceftazidima no fue eficaz con ninguno de los protocolos ensayados, por lo que no
es un antibiético recomendable como primera eleccion para el analisis de BLEEs.
Oviario et al. (2017) obtuvieron resultados similares con el MALDI Biotyper (Bruker
Daltonik, Alemania), con una sensibilidad inferior al 90% y un tiempo de incubacién
recomendando de 3 h. Estos mismos autores confirmaron que la ceftriaxona es el
antibidtico que ofrece una mayor sensibilidad y especificidad, ademas de ser necesario
un menor tiempo de deteccién. Asi, con 30 min de incubacién observaron una hidrolisis
positiva tanto en el caso de bacterias que producen BLEEs como AmpC (Oviario, 2019).

Sin embargo, en nuestro estudio a pesar de obtener los picos de resistencia de 414 Da
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([Mhidrol-triazin-ytiol+K]") y 370 Da ([Mhidrol-triazin-ytiol-CO2+H]*) con 30 min, los
picos de sensibilidad no desaparecieron, ni incluso aumentando el tiempo de
incubacion.

Por el contrario, si se ha conseguido detectar una correcta hidrolisis de la
cefotaxima tras 60 min de incubacion con el equipo VITEK® MS (bioMérieux),
obteniéndose el patron de resistencia y disminucion de picos de sensibilidad, que se
recuperaron en presencia de acido clavulanico. Estos resultados son coincidentes con lo
reportado por Oviafio et al. (2017), que recomiendan 1 hora de incubacién para este
antibidtico y obtienen un nivel de sensibilidad >90%. Asi pues, el protocolo finalmente
desarrollado consiste en inocular el cultivo bacteriano fresco (asa de 1 ul) en un tubo
con 10 pl de la solucion de cefotaxima e incubar a 37°C £+ 1°C durante 60 min.
Posteriormente los tubos se centrifugan a 12.000 X g durante 2 min y se toma 1 pl del
sobrenadante para su posterior analisis. Se observé un desplazamiento de entre -2 a -3
Da en los picos de sensibilidad/resistencia obtenidos respecto a los establecidos por
Sparbier et al. (2012). De esta forma, el patron de sensibilidad de la cefotaxima con el
equipo VITEK® MS se instaurd de la siguiente forma: 393 Da [M+acetil+K]*, 453 Da
[M+H]", y 475 Da [M+Na]*, mientras que los picos de resistencia se correspondieron
con 367 Da [Mhidrol-acetil-CO2+H]*y 411 Da [Mhidrol-acetil+K]".

En cuanto al estudio de resistencia a carbapenémicos, varios trabajos han
descrito los patrones por espectrometria de masas del meropenem, ertapenem e
imipenem (Lasserre et al., 2015; Papagiannitsis et al., 2015). EI imipenem es el que ha
mostrado una mayor sensibilidad (superior al 95%) y un menor tiempo de incubacion
(Oviafo, 2019). Sin embargo, este antibiotico presenta la desventaja de que los picos de
hidrolisis no son detectables y ademas, tal como sefialan Knox et al. (2014), la

sensibilidad con el equipo VITEK-MS es menor. Por ello, en este estudio se selecciono
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el ertapenem como antibidtico para detectar la resistencia frente a carbapenemasas del
tipo KPC. A pesar de no haber podido lograr la deteccion de todos los picos propuestos
por Sparbier et al. (2012) (Tabla 6.2), el empleo de la solucion de reaccion permitid
detectar mejor los picos de resistencia, de forma similar a lo sugerido por Oviafio et al.
(2016). Por su parte, Carvalhaes et al. (2015) determinaron que cuando se empleaba el
antibiotico ertapenem, la sensibilidad del equipo VITEK-MS dependia del tipo de
carbapenemasa presente. Asi, las de clase A (entre las que se incluyen las KPC) y B
necesitaban menor tiempo de incubacion, logrando un 62% y un 87% de sensibilidad en
15 y 60 min, respectivamente. Ademas, consideraron una hidrolisis positiva cuando los
picos de masas de la molécula de ertapenem intacta [(M+H™), 476 m/z] y el de su sal
monosddica [(M+Na®), 498 m/z] desaparecieron completamente. Por lo tanto, y dado
que son los dos picos mas importantes (Sparbier et al., 2012), se podria considerar que
en nuestros ensayos también ha tenido lugar esta hidrdlisis del ertapenem debido a la
desaparicion de dichos picos (Figura 6.7D). El protocolo utilizado ha sido similar al
propuesto por Carvalhaes et al. (2013), con la diferencia de la solucién de reaccion
empleada por estos autores que fue Tris/HCI 20 mM, pH 6.8. Por todo ello, el protocolo
utilizado en este trabajo podria funcionar para la deteccién de carbapenemasas KPC con
el equipo VITEK-MS, aunque se requieren mas ensayos para mejorar la metodologia,
reducir el ruido de fondo obtenido en los espectros, asi como optimizar la deteccion de
las otras formas hidrolizadas que no se han manifestado.

La tecnologia de MALDI-TOF ofrece grandes ventajas en la deteccion de
resistencias antimicrobianas, entre las que se incluyen la sencillez, el ahorro de tiempo y
dinero y la alta eficacia en la deteccion de bacilos gramnegativos (sensibilidad y
especificidad del 98% y 100%, respectivamente) (Oviafio et al., 2016). Ademas, estos

protocolos podrian establecerse como un método estandarizado y automatizado en
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laboratorios clinicos, incluso para usuarios que no estan familiarizados en técnicas de
espectrometria de masas. Sin embargo, todavia hay ciertas limitaciones que solventar.
En primer lugar, con este sistema de deteccion de la actividad enzimatica sélo se
determina la presencia de [B-lactamasas y carbapenemasas, pero no se detectan
problemas de permeabilidad de membrana, presencia de porinas, bombas de expulsion y
otros posibles mecanismos de resistencia (Oviafio, 2019). Por otro lado, si la cantidad
de bacteria presente en la preparacion no es suficiente se pueden obtener falsos
negativos (Ferreira et al., 2010), por lo que es importante estandarizar la preparacion del
indculo. Asimismo, es necesario una configuracion y optimizacion del equipo para
obtener la suficiente resolucién y sensibilidad y, por otro lado, ain no estan disponibles
en el mercado kits comerciales para la deteccion de B-lactamasas. En la actualidad
solamente existe un kit para la deteccion de carbapenemasas (MBT STAR-Carba 1VD,
Bruker Daltonik) y s6lo puede usarse en equipos MALDI Biotyper (Bruker Daltonik). A
estas desventajas hay que sumar que el equipo VITEK-MS (bioMérieux) no incluye
ninguna plataforma automatizada para la deteccion de resistencias, por lo que la
comparacion visual de los perfiles adquiridos requiere en este caso cierta experiencia en
la interpretacion de espectros de masas.

Finalmente, hay que sefialar que en este estudio solamente se han utilizado dos
cepas por cada tipo de BLEE, por lo que no seria correcto generalizar los resultados.
Ademas, se han estudiado cepas que presentan un Unico tipo de BLEE, cuando existe la
posibilidad de que una cepa pueda presentar mas de un tipo de B-lactamasa. Asimismo,
también se ha comprobado que distintos inhibidores de -lactamasas y carbapenemasas
como por ejemplo tazobactam, avibactam o acido aminofenilborénico (APBA) pueden

tener mayor o menor eficacia en la inactivacion segun el tipo de enzima presente, por lo
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que seria necesario desarrollar un protocolo probando distintos inhibidores, que podria
ayudar a la tipificacion de las diferentes cepas BLEE/carbapenemasas.

En definitiva, queda mucho camino por investigar en relacion a esta tecnologia.
Y aunque es posible que MALDI-TOF MS no sustituya a ninguna de las técnicas
preexistentes para la deteccion de resistencia a los antimicrobianos (tal y como sefiala
Oviafio, 2019), seguro que contribuird a mejorar el diagndéstico clinico, aportando una
informacidn valiosa para definir el tratamiento correcto de forma rapida y a muy bajo

coste.
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Uso de péptidos derivados de la lactoferricina y de bacterias

lacticas frente a E. coli productoras de BLEE.

Parte de los resultados de este capitulo han sido obtenidos en la estancia doctoral
llevada a cabo en “University of Surrey, Department of Nutritional Sciences, School of
Biosciences and Medicine”. Estancia financiada por la Fundacion Caja Navarra, Obra

social “la Caixa” y Universidad de Navarra.






Capitulo 7

1. Introduccion

La ausencia de nuevos antimicrobianos y la progresiva expansion de bacterias
multirresistentes esta acelerando la busqueda de compuestos alternativos a los
antibidticos. Una de las apuestas en este sentido es el desarrollo de terapias
antimicrobianas basadas en el uso de péptidos, en donde se incluyen los péptidos
antimicrobianos (AMPs) (Gales et al., 2006). Se trata de pequefias moléculas (12-100
aminoacidos), con carga neta positiva y naturaleza anfipatica (Chan et al., 2005) y
tienen especial interés ya que apenas se han reportado resistencias asociadas al uso de
los mismos (L.i et al., 2005). Son un componente muy importante en la primera linea de
defensa del huésped frente a infecciones y constituyen un mecanismo de inmunidad
innata que se ha conservado a lo largo de la evolucién (Kang et al., 2012). Destacan las
bacteriocinas y la polimixina (aisladas de microorganismos), la lebocina y melitina
(aisladas de invertebrados), la miAMP1 y purotionina (aisladas de plantas) y la
lactoferricina (aislada del ser humano) (Cederlund et al., 2011; Ammons and Copié,
2013).

Uno de los compuestos antimicrobianos mas abundantes en el sistema inmune
innato humano es la lactoferrina, también conocida como lactotransferrina. Esta
glicoproteina globular de 80 kDa pertenece a la familia de las transferrinas y fue
inicialmente purificada a partir de leche (Ammons and Copié, 2013). Su region
funcional méas importante es un péptido de 45 aminoacidos, denominado lactoferricina,
que se encuentra en el extremo N-terminal, se obtiene por hidrolisis acida y contiene la
mayoria de las propiedades de la proteina nativa (Gifford et al., 2005). La lactoferricina
posee varias funciones, que incluyen actividad antimicrobiana frente a bacterias, virus,
hongos y parasitos (Siqueiros-Cendon et al., 2014), actividad permeabilizante (Sanchez-

Gbmez et al., 2011), antiendotoxica y actividad frente a la formacion de biofilm
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(Martinez de Tejada et al., 2012; Sanchez-Gomez et al., 2015). Debido a su caracter
catiénico y su anfipaticidad, este péptido tiene la capacidad de unirse al LPS de la
envoltura de bacterias Gram negativas y a los &cidos teicoicos de las Gram positivas,
produciendo una alteracién que conlleva a la desestabilizacion de la envoltura
bacteriana. Esta desestabilizacion provoca la muerte directa del microorganismo o bien
indirecta a través de la permeabilizacion de la membrana bacteriana a otros compuestos,
como los antibioticos (Brouwer et al., 2011). Por ello, varios trabajos han intentado
desarrollar tratamientos basados en péptidos derivados de la lactoferricina humana con
accion bactericida (Haversen et al., 2000), accion antiviral (Andersen et al., 2003) o
basados en la capacidad permeabilizante en combinacién con otros antibidticos
(Sanchez-Gomez, 2008).

El uso de bacteriocinas podria ser otra posible solucion a la problematica de las
resistencias a los antibioticos. Se trata de péptidos con actividad antimicrobiana
segregados por un gran ndmero de bacterias para inhibir el crecimiento de otros
microorganismos competidores (Lopez et al., 2008). Entre los microorganismos
productores de bacteriocinas, las bacterias acido lacticas (BAL) han sido las maés
estudiadas, aunque de momento la Unica bacteriocina aplicada a nivel comercial con
fines de conservacion de alimentos es la nisina producida por Lactococcus lactis
(Mondragon Preciado et al., 2013). De manera similar a la lactoferricina, el mecanismo
de accion de estas bacteriocinas es la formacion de canales o poros i6nicos sobre la
membrana celular, generando una desestabilizacién y permeabilizacion de ésta (Grande
et al., 2005), dando lugar a la salida de distintos compuestos (fosfato, aminoacidos, ATP
etc.), disminuyendo la sintesis de macromoléculas y por consecuencia, provocando la
muerte del microorganismo (Gonzalez-Martinez, 2003). Existe una gran variedad de

tipos de bacteriocinas, que se clasifican segin sus caracteristicas bioquimicas y
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genéticas (Kumariya et al., 2019). Entre ellas destacan los lassopéptidos, sactipéptidos o
plantaricina.

Los lassopéptidos pertenecen a la clase emergente de péptidos sintetizados
ribosomicamente y modificados postraduccionalmente (RiPP) (Arnison et al., 2013).
Contienen un pliegue en forma de nudo, que les confiere una estabilidad y actividad
relevante. Sin embargo, el mecanismo biosintético de estas moléculas sigue siendo en
gran parte desconocido, aunque se conoce que requieren dos enzimas (B para
procesamiento y C para ciclacién) para ensamblar la estructura inusual en forma de
nudo (Zhu et al., 2016). Dentro de esta clase también se enmarcan los sactipéptidos, que
representan una especie de bacteriocinas con puentes de azufre. Se caracterizan por
tener un patrén tipico que comprende tres o cuatro residuos de cisteina separados por un
numero de aminoacidos (Flihe and Marahiel, 2013). Ademas, es particular la presencia
de un puente tioéter que se forma entre una cisteina y el a-carbono de un aminoacido
(Lohans et al,, 2014). Este enlace es absolutamente necesario para la actividad
antibidtica y se ha demostrado que las enzimas del dominio SAM/SPASM (S-
adenosilmetionina) son responsable de la formacion del mismo (Grove et al., 2017). Por
ultimo, las plantaricinas son péptidos antimicrobianos naturales producidos por cepas de
Lactobacillus plantarum, que han recibido especial atencién ya que tienen gran
importancia como bioconservantes alimentarios y/o iniciadores en productos lacteos y
productos carnicos (Diep et al., 2009). También han sido utilizados para el tratamiento
de enfermedades causadas por bacterias patdgenas, asi como para reducir los sintomas
del sindrome del colon irritable 0 como para proteger contra las infecciones del tracto
urinario (Abdulhussain Kareem and Razavi, 2020).

Por todo ello, el objetivo general que se persigue en este capitulo es evaluar la

actividad de distintos AMPs frente a E. coli productoras de B-lactamasas de espectro
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extendido (BLEE). Dado que los péptidos antimicrobianos desestabilizan vy
permeabilizan la envoltura bacteriana, se postula que el uso combinado de
concentraciones subinhibitorias de péptidos derivados de la lactoferricina junto con un
inhibidor de B-lactamasas y de un antibiotico, incremente el efecto que tiene cada uno
por separado, facilitando la penetracion de estos compuestos al interior de las bacterias
resistentes y dando lugar a la neutralizacion del mecanismo de resistencia. Por otro lado,
el grupo de investigacion de Gutiérrez-Merino (University of Surrey) ha realizado
investigaciones previas con BAL aisladas de animales salvajes, demostrando tener
actividad antibacteriana frente a M. bovis (Stedman et al., 2018, 2020). Por ello, se
pretende analizar si tres cepas de bacterias acido-lacticas (2 E. faecalis y 1 L.
plantarum) aisladas de jabalies y tejon son capaces de inhibir el crecimiento de cepas de

E. coli productoras de BLEE, gracias a la produccién de bacteriocinas efectivas.
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2. Material y métodos
2.1 Cepasy condiciones de crecimiento

Las cepas de E. coli productoras de BLEE utilizadas se muestran en la Tabla 7.1.
Para los ensayos con péptidos derivados de la lactoferricina se seleccionaron 5 cepas
clinicas resistentes a Piperacilina/Tazobactam y sensibles a colistina (debido a que es
una polimixina como el PMBN). De éstas, tres pertenecian a complejos clonales (CC) y
secuencias tipo (ST) de interés como 131CC y 23CC (Capitulo 2), mientras que las
otros dos pertenecian a otros complejos asociados con los filogrupos B1 y D (este
ultimo relacionado con cepas mas virulentas). En cuanto a los ensayos con péptidos
producidos por bacterias acido-lacticas, ademas de utilizar la cepa clinica C58, se
seleccion6 una cepa ambiental aislada de un rio (AS8), productora de B-lactamasas del
tipo CTXM-15 y asociada con el complejo 23CC.

A partir del conjunto de cepas mantenido en congelacion (-135°C) se prepararon
las cepas de trabajo mediante siembra en medios generales (TSA; Scharlau, Sentmenat,
Barcelona) e incubacion a 37°C durante 24 h. Estas se mantuvieron en refrigeracion
(5°C * 3°C), realizando pases periddicos a medios frescos para los diferentes ensayos
(incubacion a 37°C durante 24 h). Ademas, como control se utilizdé una cepa de E. coli
no productora de BLEE, procedente de la Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo (E. coli

CECT 1978, ATCC 25922).
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Tabla 7.1. Principales caracteristicas de las cepas empleadas en el estudio de actividad de AMP

Perfil de resistencia a antibidticos?

© o % 8_
C (%2]
o > @ e -] < 2 ~
5 — — = O c S @ P %)
s g8 £ g 2 o O 2 5 g g 8 8
= (&) @) © = = 2 S 28 2 'S
& ° 2 s = is -
g 3 = £ 8 3 e 35
. CTX-M15, AMP, PIP, CZ,CXM, CPD, CTX, AMC, AMS, LV, CIP,
1 C33 Clinico OXA-1 B2 ST3213 131CC MZ CAZ, FEP AZT T7ZP MXE TET SXT
. CTX-M15, AMP, PIP, CZ,CXM, CPD, CTX, AMC, AMS, LV, CIP,
2 C58 Clinico OXA-1 B2 ST3878 131CC MZ CAZ, FEP AZT T7ZP MXE TET SXT
. CTX-M14, AMP, PIP, CZ,CXM, CPD, CTX, AMC, AMS,
3 C62 Clinico TEM-1 A ST410 23CC MZ CAZ, FOX AZT T7p - - FOT
. CTX-M15, AMP, PIP, CZ, CXM, CPD, CTX, AMC, AMS, LV, CIP, SXT,
4 C70 Clinico OXA-1 Bl ST94 448CC MZ CAZ, FEP AZT T7P MXE TET CHL
.. CTXM-M14, 2 AMP, PIP, CZ, CXM, CPD, CTX, AMC, AMS, LV, CIP, SXT,
5 C107 Clinico CTX-M15 D ST4849 NA MZ CAZ, FEP AZT T7P MXE TET CHL
LV, CIP
. AMP, PIP, CZ,CXM, CPD, CTX, ' ' TET, SXT,
6 A8 Rio CTXM-M15 C ST410 23CC MZ CAZ, FOX, FEP AZT AMC, AMS I\N/Iz)(g, TIG CHL

IAMP, ampicilina; PIP, piperacilina; MZ, mezlocilina; CZ, cefazolina; CXM, cefuroxima; CPD, cefpodoxima, CTX, cefotaxima; CAZ, ceftazidima, FOX, cefoxitina; FEP,
cefepime; AZT, aztreonam; AMC, amoxicilina-acido clavulanico; AMS, ampicilina-sulbactam; TZP, piperacilina-tazobactam; ETP, ertapenem; MER, meropenem; IMP,
imipenem; GM, gentamicin; TO, tobramicina; LV, levofloxacino; CIP, ciprofloxacino; MXF, moxifloxacin; NOR, norfloxacino, TET, tetraciclina; SXT, trimetroprim-
sulfametoxazol; FOT, fosfomicina; CHL, cloranfenicol , COL, colistina.

2 NA: no asociado
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2.2. Productos antimicrobianos: antibidticos, inhibidores de pB-lactamasas y
péptidos

El antibiotico amoxicilina y el inhibidor de B-lactamasas (acido clavulanico),
fueron suministrados por Sigma (Sigma-Aldrich, Madrid, Espafia). Los productos en su
forma liofilizada se conservaron de acuerdo con las recomendaciones del fabricante. Se
prepararon distintas soluciones en H>O desionizada Tipo Il (Wasserlab, Noain, Espafia)
y se conservaron a -20°C.

Los péptidos usados en este estudio (Tabla 7.2) se seleccionaron por ser los que
presentaron mayor actividad permeabilizante en investigaciones previas (Sanchez-
Gbémez, 2008; Ferrer-Espada, 2016). Los péptidos de la generacion P2 fueron
suministrados por NEO Multiple Peptide Systems (NEOMPS; San Diego, EEUU), que
fueron sintetizados por el método de sintesis en fase solida de Merrifield y purificados
por RP-HPLC (Sanchez-Gomez, 2008). A su vez, los péptidos de las generaciones P4y
P5 fueron suministrados por PolyPeptide Laboratories (Estrasburgo, Francia) con una
pureza mayor del 95% y con un grupo amida en vez del carboxilo terminal. Como
péptido modelo de actividad permeabilizante, se empled el nonapéptido derivado de la
polimixina B (PMBN) (Sigma).

Tabla 7.2. Secuencias de los péptidos utilizados en el estudio de actividad de AMP

Péptidos  Secuencias

P2-15 FWRIRIRR-NH:

pP2-22 FWRRNFWRR-NH:
P4-1 PFWRRFWRRR-NH;
P5-4 FWRIWRWRRR-NH;

Todos los péptidos se resuspendieron en H>O desionizada Tipo Il a una

concentracion de 10 mg/ml y se conservaron a -20°C para su posterior uso.

251



Capitulo 7

2.3. Determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI)

Para cuantificar la actividad antimicrobiana de los distintos compuestos sobre las
cepas, se determino la CMI segun el método de microdilucién en caldo de acuerdo con
las normas del Clinical and Laboratory Standars Institute (CLSI, 2018). Se emple0 el
medio de cultivo Mueller Hinton con cationes ajustados (MH, Becton Dickinson, Le

Pont de Claix, Francia) y placas de 96 pocillos de microtitulacion con fondo en U.

A partir de un pase fresco de las cepas a ensayar en agar TSA (24 h, 37°C), se
ajustd el indculo a 0,5 en la escala de McFarland en una solucion salina (APT, Scharlau)
y posterior dilucién 1/100 en caldo MH (aprox. 1,5 x 10® UFC/ml). A cada pocillo se
afiadieron 100 ul de caldo MH estéril y en el primer pocillo se afiadié 100 ul de la
solucion de antimicrobiano y se realizaron diluciones dobles seriadas. A continuacion,
se afiadieron 100 pl del in6culo preparado (concentracion inicial en cada pocillo en
torno a 1,5 x 10° UFC/ml). Cada una de las concentraciones se testd por triplicado. Las
dos ultimas columnas correspondieron a los controles negativo (200 pl de caldo MH) y
positivo (100 ul caldo MH + 100 ul indculo). Las placas se incubaron a 37°C durante 24
h y posteriormente se procedio a realizar la lectura visual de los resultados. La CMI se
definié como la concentracion méas baja de antimicrobiano que impedia la aparicién de

turbidez o la presencia de un depdsito bacteriano (botdn) en los pocillos.

2.4. Estudios de sinergia (Checkerboard)
24.1. Combinaciones de dos compuestos
Para estudiar la existencia de actividad sinérgica entre dos compuestos, se utilizd
el método del tablero o Checkerboard test (Eliopoulos and Moellering, 1982), realizado
en placas de 96 pocillos y empleando el medio de cultivo MH con cationes ajustados
(Becton Dickinson). En estos ensayos se combinaron antibioticos con el inhibidor de 3-

lactamasas (acido clavulanico) o antibioticos con péptidos antimicrobianos y se evalud
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la capacidad de estas combinaciones para inhibir el crecimiento de la cepa bacteriana E.
coli C58 (Tabla 7.1). Este método se fundamenta en el hecho de que se genera un
gradiente antimicrobiano horizontal (de izquierda a derecha de la placa) y un segundo
gradiente de otro compuesto en vertical (de arriba hacia abajo), de modo que se
obtienen combinaciones de ambos productos en distintas concentraciones (Figura 7.1).
Los rangos de concentraciones de los antimicrobianos se seleccionaron sobre la base de

sus CMls.

Antimicrobiano 1

1000000000000
1000000000000

Q
Q
Q
Q
X0
900
Q
Q
Q
Q
O

HOOOOOOOOOOOO

Figura 7.1. Esquema del método Checkerboard de dos compuestos. Las concentraciones de
cada antimicrobiano disminuyen en la direccion de la flecha.

Para cuantificar la actividad sinérgica de los dos compuestos combinados se
empleo el indice de Concentracion Inhibitoria Fraccionada (ICIF). Este indice relaciona
la CMI del antimicrobiano 1 con la del antimicrobiano 2, solos y en combinacion,

mediante la siguiente férmula:

ICIF = (CM] antimicrobiano 1 enla combinaci()n) +(CMI antimicrobiano 2 en la combinaci(’)n)
- CMI antimicrobiano 1 CMI antimicrobiano 2

Los valores del indice ICIF se interpretaron de acuerdo a lo reportado por otros

autores (Pompilio et al., 2012; Bugli et al., 2013):

e ICIF <0,5: efecto sinérgico
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e ICIF entre 0,5y 2: efecto aditivo o indiferente
e ICIF > 2: efecto antagonico
En los casos en los que no se pudo determinar la CMI del antimicrobiano (no se
produjo inhibicidn con ninguna de las concentraciones ensayadas), para el célculo del
ICIF se tom0 el valor de la dilucion inmediatamente superior a la més alta ensayada.
2.4.2. Combinaciones de tres compuestos
Para evaluar la capacidad permeabilizante de los péptidos antimicrobianos, se
empled la técnica descrita en el apartado anterior, empleando una concentracion
constante de uno de los tres componentes (en concreto, el inhibidor de f-lactamasas).
Para ello se realizaron diluciones dobles seriadas horizontales del antibiético, diluciones
dobles seriadas verticales del péptido y se empled una Unica concentracién del inhibidor
acido clavulanico (1pg/ml).
La actividad sinérgica de las combinaciones triples se calcul6 afiadiendo una

fraccion adicional a la formula descrita en el apartado 2.4.1 (Berenbaum, 1978):

CMI A en combinacién CMI B en combinacion CMI C en combinacién
ICIF = + +

CMIA CMIB CMIC

A= antimicrobiano 1, B= antimicrobiano 2, C= antimicrobiano 3.

2.5. Aislados de bacterias acido-lacticas (BAL)

El aislamiento y secuenciacién del genoma completo de las tres bacterias acido
lacticas (BAL) utilizadas en este trabajo, fue realizado con anterioridad por el grupo del
Dr. Gutiérrez-Merino de la Universidad de Surrey (Reino Unido) (Stedman et al., 2018,
2020). Dado que no son resultados propios de esta investigacion, se resumen a
continuacion las caracteristicas de dichas cepas.

Se utilizaron 2 cepas de Enterococcus faecalis, denominadas C34 y Al, aisladas

de un tejon y de un jabali, respectivamente. La secuenciacion del genoma completo
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determind la presencia de cllsteres genéticos asociados con la produccion de
bacteriocinas. La cepa C34 presentaba un cluster compatible con un lassopeptido,

mientras que el de la cepa Al correspondia con un sactipéptido (Figura 7.2).

 ddJEGm'Elm
B
Aa<CEi sy
| | |

| |

s |

Figura 7.2. Clusteres genéticos de E. faecalis C34 (A) y E. faecalis Al (B). Verde: péptido
precursor; azul: enzimas asociadas con la modificacion postraduccional; rojo: proteinas para
transporte o inmunidad; amarillo: genes reguladores y gris: otras proteinas hipotéticas.

La tercera cepa utilizada fue un Lactobacillus plantarum denominado C1,

aislado de un jabali y que presentaba un clister genético compatible con el péptido

acaiccaamE
| | | |

| 2,000bp |

plantaricina (Figura 7.3)

Figura 7.3. Cluster genético de Lactobacillus plantarum C1. Los genes indicados en rojo
comprenden el operon pInWVUTSHG, que participa en el transporte, procesamiento y
autoproteccion, mientras que los genes pInk (verde) y pInF (azul) codifican los péptidos pInE y
pInF.

2.6. Cultivo de BAL y extraccion de sobrenadantes
Las distintas BAL fueron cultivadas en agar o caldo MRS (Oxoid) e incubadas a
37°C durante 24 h. Para la extraccion de las bacteriocinas presentes en los caldos
incubados, se centrifugd a 12.000 X g durante 5 min (Fisher Micro Centrifuge Model

235A). Posteriormente, se pasé el sobrenadante a través de un filtro de 0,22 micras
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(Millipore, Tullagreen, Ireland). Este extracto se utilizo en los correspondientes ensayos
el mismo dia de su obtencidn (conservacion a 5°C + 3°C).
2.7. Antibiogramas

A partir del conjunto de cepas mantenido en congelacién, se prepararon las
cepas de trabajo (E. coli ATCC 25922, E. coli C58 y E. coli A8) mediante siembra en
medios generales (TSA; Scharlau) e incubacion a 37°C durante 24 h. A partir de estos
cultivos frescos, se prepararon indculos en caldo peptona (APT; Scharlau) ajustando la
concentracion en densitometro (DEN-1-BIOSAN) a 0,5 McFarland (aproximadamente
1,5 x 108 UFC/m).

Los antibiogramas se realizaron de dos maneras diferentes. Por un lado, se
siguio el método tradicional de difusion en agar (disk diffusion test) (Bauer et al., 1966),
con la variante de colocar el producto de ensayo en pocillos. Tras extender el in6culo
con un hisopo en todas las direcciones de la superficie de una placa de Mueller Hinton
I con cationes ajustados (MH, Becton Dickinson), se practicaron pocillos en el agar y
se afiadio 50 pl del sobrenadante extraido anteriormente. Como controles positivos de
inhibicién se utilizaron discos de Ampicilina 10 pg (AMP) suministrados por Becton
Dickinson. Las placas se incubaron a 37°C durante 24 h y finalmente se midio el
diametro de los halos de inhibicion generados.

Por otro lado, se utilizé la metodologia conocida como agar spot assay (Fijan,
2016). Se prepararon cultivos frescos de las BAL en caldo MRS vy se afiadieron 5 pl de
dichos cultivos a una placa de MRS agar (forma de “gota”). Tras incubar las placas a
37°C durante 24 h, se cubrié la superficie del agar MRS con 20 ml de medio de cultivo
MH fundido que contenia el indculo ajustado de la cepa de E. coli, que tras enfriar

solidificd sobre la superficie inoculada con los cultivos BAL. De nuevo se incubaron las
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placas a la misma temperatura y al dia siguiente se procedio a medir el didmetro de los
halos de inhibicién generados.
2.8. Analisis de la viabilidad celular de E. coli en co-cultivo con BAL

Se realizaron co-cultivos de una cepa de E. coli que contenia un plasmido que
codifica la proteina verde fluorescente GFP, junto con las distintas BAL. Esta cepa fue
amablemente donada por el Dr. Jose Jimenez y pertenece a la coleccion de plasmidos de
la “School of Biosciences and Medicine, Universidad de Surrey”. En primer lugar, se
realizaron cultivos individuales de E. coli-GFP en 15 ml TSB y de BAL en 15 ml de
caldo MRS. Pasadas 24 h de incubacién a 37°C, se afiadié 15 pl del cultivo de E. coli-
GFP y 15 pl del cultivo de BAL a un tubo con 15 ml de TSB, que se incubd en
agitacion a 250 rpm durante 24 h a 37°C. A continuacion, se afiadidé 1 ml de los distintos
co-cultivos a placas de microtiter de 24 pocillos (Thermo Scientific, Waltham, EEUU) y
se empled el equipo CLARIOstar Plus (BMG Labtech) para realizar una monitorizacién
de la viabilidad de la cepa de E. coli-GFP en funcién de la fluorescencia emitida a 600
nm. Se afiadieron los controles positivos correspondientes (BAL en MRS y E. coli-GFP
en TSB), asi como un control negativo (TSB).

De la misma manera, se llevaron a cabo co-cultivos utilizando la cepa de E. coli
ATCC 25922 y se realizaron recuentos bacterianos de los mismos, en placas de
Chromocult (Scharlau) (37°C, 24 h) para comprobar si se producia una reduccion de la
viabilidad celular de esta cepa en presencia de las distintas BAL.

2.9. Curvas de crecimiento de E. coli en presencia de extractos de monocultivos
0 co-cultivos de BAL
Se realizaron curvas de crecimiento de las cepas E. coli ATCC 25922 y E. coli

C58 en presencia de los sobrenadantes de los distintos monocultivos o co-cultivos con
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las BAL, utilizando el equipo automatizado Bioscreen C (Lab Systems). Se llevaron a
cabo tres estrategias (Figura 7.4):
- Estrategia 1: evaluacion de la actividad de los sobrenadantes de los
monocultivos de BAL frente a cepas de E. coli (A).
- Estrategia 2: estudio de los sobrenadantes de los distintos co-cultivos para
confirmar si la presencia de células de E. coli vivas activa la produccion de
sustancias antimicrobianas como bacteriocinas y/u otros metabolitos (B).
- Estrategia 3: determinar si los metabolitos de E. coli son los que activan a las

BAL a llevar a cabo una produccion eficaz de estos péptidos antimicrobianos

(C).
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Figura 7.4. Representacién esquematica de las tres estrategias llevadas a cabo en estos ensayos. A) estrategia 1, para confirmar la actividad producida por los
sobrenadantes de monocultivos de BAL; B) estrategia 2, para confirmar la actividad producida por los sobrenadantes de los distintos co-cultivos y C)
estrategia 3, para determinar si los metabolitos de monocultivos de E. coli activan la produccion de estos péptidos antimicrobianos
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Las curvas de crecimiento se llevaron a cabo en placas de 96 pocillos. En el
primer pocillo se afiadieron 200 ul del sobrenadante (extraido siguiendo la metodologia
descrita en el apartado 2.6) y se realizaron diluciones dobles seriadas en 100 pl TSB. El
indculo de E. coli se ajusto en caldo peptona (APT; Scharlau) a 0,5 McFarland en el
densitometro (DEN-1-BIOSAN) y se realiz6 una dilucion 1/100 en caldo TSB, para
lograr una concentracion aproximada de 1,5 x 10 UFC/ml. Se afiadi6 100 pl de este
indculo a todos los pocillos (concentracion inicial en cada pocillo en torno a 1,5 x 10°
UFC/ml) y se establecieron las condiciones del ensayo: incubacion 37°C durante 24 h
con agitacion constante y lectura cada 30 minutos (DOa2o-580 nm). L0S sobrenadantes se
estudiaron por triplicado y se afiadieron controles negativos (200 pl de caldo TSB) y

positivos (100 pl caldo TSB + 100 pl indculo).

260



Capitulo 7

3. Resultados
3.1. Determinacion de la CMI de los péptidos antimicrobianos y seleccion de
cepa
La Tabla 7.3 muestra los resultados de la CMI de los distintos péptidos
derivados de la lactoferrina y del PMBN para las cepas C33, C58, C62, C70y C107.

Tabla 7.3. CMI de péptidos frente a distintas cepas de E. coli productoras de BLEE

CMI Péptidos (ug/ml)

Cepas 15 poa2 P41 P54  PMBN
C33 8 128 32 4 512
C58 4 128 4 2 512
Cc62 16 256 64 32 512
Cc70 4 128 16 2 512
c107 8 128 16 8 512

La CMI para el péptido PMBN fue la esperada, debido a su bajo poder
bactericida frente a cepas productoras de BLEEs (Brown and Dawson, 2015). De la
misma manera, las CMIs del péptido P2-22 fueron elevadas frente a todas las cepas, por
lo que se descart6 este péptido para posteriores ensayos. Por otro lado, la cepa C62 fue
resistente a la accion de estos péptidos derivados de la lactoferricina, mientras que la
cepa C58 fue la mas sensible.

Por tanto, segun estos resultados y los obtenidos en ensayos previos por otros
autores (Sanchez-Gémez, 2008; Razquin-Olazaran, 2012; Ferrer-Espada, 2016) que
confirmaron la capacidad permeabilizante de P2-15 y P4-1, se seleccion6 la cepa C58 y
ambos péptidos para los siguientes experimentos de potenciacion antibidtica.

3.2. Estudios de sinergia con los péptidos derivados de la lactoferricina

Los ensayos preliminares con la cepa C58 determinaron unos valores de CMI

>512 ug/ml para la amoxicilina y de 16 pg/ml para el é&cido clavulanico.

Posteriormente, el ensayo de checkerboard demostrd actividad sinérgica entre ambos
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compuestos (ICIF=0,18), incluso con la concentracion mas baja ensayada de acido

clavulanico (1 pg/ml) (Figura 7.5).

1| 2[3[a[5]6[7]s8[9]10

o| 16| 16161616 16[16]16[16] 16
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Figura 7.5. Representacion esquemaética del ensayo checkerboard entre amoxicilina y &cido
clavuléanico. Rojo: amoxicilina (ug/ml), azul: &cido clavulanico (pg/ml). Casillas sombreadas:
crecimiento bacteriano. ICIF: indice de Concentracion Inhibitoria Fraccionada. En cada fila, los
valores de MIC rodeados por un circulo fueron los empleados para el calculo de la ICIF. Los
valores de ICIF inferiores a 0,5 son indicativos de sinergia

3.2.1. Estudios de sinergia con el péptido P4-1

En primer lugar, se llevd a cabo un ensayo para evaluar la sinergia entre
amoxicilina y el péptido derivado de la lactoferricina P4-1. Aunque se consiguio
disminuir la CMI de la amoxicilina hasta 128 pg/ml (datos no mostrados), no se obtuvo
efecto sinérgico entre ambos compuestos (indices ICIF > 0,5). Ademas, esta reduccion
de la CMI se situd en valores alejados del umbral de sensibilidad (<8 pg/ml CLSI). Por
ello, se llevd a cabo un ensayo checkerboard entre amoxicilina, P4-1 y acido
clavulanico, utilizando una concentracion fija de este inhibidor de PB-lactamasas (1
pg/ml, la concentracion mas baja que habia mostrado actividad en el ensayo anterior).
En este caso, los valores de ICIF también fueron mayores de 0,5 (Figura 7.6), a
excepcion de las dos ultimas filas (C y D) en donde la CMI de amoxicilina se redujo

solamente hasta 128 pg/ml.
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Figura 7.6. Representacion esquematica del ensayo checkerboard entre amoxicilina, &cido
clavulanico y P4-1. Rojo: amoxicilina (ug/ml), verde: P4-1 (ug/ml) y negro: &cido clavulanico
(ug/ml). Casillas sombreadas: crecimiento bacteriano. ICIF: Indice de Concentracion Inhibitoria
Fraccionada. En cada fila, los valores de MIC rodeados por un circulo fueron los empleados
para el calculo de la ICIF. Los valores de ICIF inferiores a 0,5 son indicativos de sinergia.

La Tabla 7.4 resume los resultados obtenidos en estos ensayos con el péptido
P4-1, en donde se puede observar que, en definitiva, el empleo de concentraciones
subinhibitorias del péptido P4-1 no ha conseguido sensibilizar a la cepa C58 a la
amoxicilina.

Tabla 7.4. Resultados de CMI de la cepa E. coli C58 en los estudios de checkerboard con el
péptido P4-1.

CMI de amoxicilina (ug/ml) en
presencia de la concentracion de

(;gi-rrlll) acido clavulanico indicada ICIF
0 1 pg/mi
0 >512 128 -
0,5 >512 128 0,3
1 >512 128 0,4
2 >512 128 0,7
4 512 64 1

3.2.2. Estudios de sinergia con el péptido P2-15
El ensayo checkerboard para evaluar la sinergia entre amoxicilina y el péptido
P2-15 mostré una reduccion de la CMI de la amoxicilina hasta 32 pg/ml, pero los
indices ICIF fueron mayores de 0,5. Como esta reduccion de la CMI no fue suficiente
para sensibilizar la cepa a este antibiotico B-lactamico, se realizd un nuevo ensayo en

combinacidn de tres compuestos (amoxicilina, ac. clavulanico y P2-15).

263



Capitulo 7

En la Figura 7.7 se puede observar que la CMI fue capaz de reducirse hasta 32
pg/ml (casilla A5), pero el indice ICIF=1 lo que es indicativo de un efecto aditivo o
indiferente. En las dos ultimas filas (C y D), este indice indico sinergia, pero la CMI de

amoxicilina se redujo solamente hasta 64 pg/ml.

1| 23] a4a][5]6] 7] 8 9] 10
4 4 4 4 4 4 4 4 4
A 51225 | 128 | 64 9 6| 8 | 4| 2 1 | IcIF=1
1| 1] 1] 1 1 1 10 1
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1| 1] 1 1| 1 1 1| 1 1

Figura 7.7. Representacion esquematica del ensayo checkerboard entre amoxicilina, ac.
clavulanico y P2-15. Rojo: amoxicilina (pg/ml), verde: P2-15 (ug/ml) y negro: ac. clavulanico
(ug/ml). Casillas sombreadas: crecimiento bacteriano. ICIF: indice de Concentracion Inhibitoria
Fraccionada. En cada fila, los valores de MIC rodeados por un circulo fueron los empleados
para el célculo de la ICIF. Los valores de ICIF inferiores a 0,5 son indicativos de sinergia

La Tabla 7.5 resume los resultados obtenidos en estos ensayos con el péptido
P2-15, en donde se puede ver que al igual que en el caso anterior con el péptido P4-1, el
empleo de concentraciones subinhibitorias del péptido no ha conseguido sensibilizar a
la cepa C58 a la amoxicilina.

Tabla 7.5. Resultados de CMI de la cepa E. coli C58 en los estudios de checkerboard con el
péptido P2-15

CMI de amoxicilina (pg/ml) en
P2-15 presencia de la concentracion de

(ug/ml) acido clavulanico indicada: ICIF
0 1 pg/ml
0 >512 128 -
015 >512 64 0’2
1 >512 64 04
4 512 32 1
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3.3. Estudios de sinergia con el péptido PMBN

Finalmente, se empled el nonapéptido derivado de la polimixina B (PMBN)
como péptido modelo de actividad permeabilizante. ElI ensayo de sinergia entre
amoxicilina y PMBN consiguié disminuir la CMI de la amoxicilina Unicamente hasta
256 pg/ml, observandose un indice ICIF de 0,26. Dicha mejora fue clinicamente
irrelevante, ya que la adicion del PMBN redujo la CMI de amoxicilina a valores
alejados del umbral de sensibilidad (<8 pg/ml CLSI) (datos no mostrados).

Posteriormente, se llevd a cabo un ensayo checkerboard entre amoxicilina,
PMBN vy acido clavulanico (1 pg/ml). Como se puede observar en la Figura 7.8, los
valores de ICIF fueron menores de 0,5 obteniéndose sinergia en todas las

concentraciones ensayadas.
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Figura 7.8. Representacion esquematica del ensayo checkerboard entre amoxicilina, acido
clavulanico y PMBN. Rojo: amoxicilina (ug/ml), verde: PMBN (pg/ml) y negro: &cido
clavulanico (ug/ml). Casillas sombreadas: crecimiento bacteriano. ICIF: Indice de
Concentracion Inhibitoria Fraccionada. En cada fila, los valores de MIC rodeados por un circulo
fueron los empleados para el célculo de la ICIF. Los valores de ICIF inferiores a 0,5 son
indicativos de sinergia

De esta manera, a diferencia de los casos anteriores con los péptidos derivados
de la lactoferricina, se ha conseguido sensibilizar a la cepa C58 a la amoxicilina (S < 8

pug/ml, CLSI) (Tabla 7.6). La potenciacion de la actividad antibidtica mediada por
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PMBN se ha producido de una manera dependiente a la dosis, ya que ésta ocurrio a las
concentraciones mas altas de PMBN analizadas (8-16 pg/ml). Es importante destacar
que esta mejora es estrictamente dependiente de la actividad del inhibidor de B-
lactamasas, ya que la adicion de PMBN tenia un efecto menor en ausencia de &cido
clavulanico.

Tabla 7.6. Resultados de CMI de la cepa E. coli C58 en los estudios de checkerboard con el
péptido PMBN

CMI de amoxicilina (ug/ml) en

PMBN presencia de la concentracion de acido
(ng/ml) clavulanico indicada ICIF
0 1 pg/ml
0 >512 128 :
05 >512 64 0.12
1 >512 64 0.12
2 512 32 0.10
4 512 16 0.08
8 256 8 0.08
16 256 4 0.08

Filas sombreadas: combinaciones que consiguen sensibilizar a la cepa
3.4. Antibiogramas

Los resultados obtenidos con los distintos sobrenadantes de BAL frente a E. coli
ATCC 25922, E. coli C58 y E. coli A8 en el ensayo de difusion en agar se muestran en
la Tabla 7.7. El sobrenadante C1 presentd actividad antimicrobiana frente a las tres
cepas, observandose halos de inhibicion con unos didmetros que oscilaron entre 10-13
mm. lIgualmente, los sobrenadantes de las cepas Al y C34 originaron halos de
inhibicion frente a ambas cepas productoras de BLEE, pero el diametro fue menor.
Ademaés, los halos obtenidos frente a E. coli ATCC 29522 con ambos sobrenadantes

fueron dudosos (Figura 7.9).
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Tabla 7.7. Halos de inhibicion producidos por los sobrenadantes de C1, Al, C34 y antibiotico
control (diametro en mm) en el ensayo de difusion en agar.

Cepa Sobrenadantes® Antibiotico
Cl AL C34 control (AMP)?
E. coli ATCC 29522 10 * * 20
E. coli C58 12 + + 6
E. coli A8 13 + + 6

*: Dudoso, +: halo de inhibicion minimo
2V/alor 6 significa ausencia de halo (6 mm es el diametro del pocillo); AMP, Ampicilina.

Figura 7.9. Antibiogramas de los sobrenadantes de C1, Al y C34 frente a E. coli ATCC 29522
(A), E. coli C58 (B) y E. coli A8 (C).

En definitiva, parece que los sobrenadantes obtenidos a partir de los
monocultivos de las cepas lacticas C1, Al y C34, presentan actividad antimicrobiana
frente a cepas productoras de BLEE. Para corroborar el débil resultado observado en las
cepas Al y C34, se llevo a cabo el ensayo de agar spot assay, enfrentando cultivos
vivos de E. coli y las BAL. Los resultados confirmaron la actividad antimicrobiana
producida por las tres cepas lacticas, observandose una mayor actividad con L.
plantarum C1, que gener6 halos de inhibicion de 25 mm, mientras que los halos

producidos por Al y C34 oscilaron entre 15-17 mm (Tabla 7.8 y Figura 7.10)
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Tabla 7.8. Halos de inhibicion producidos por las cepas vivas C1, Al, C34 con la metodologia
agar spot assay (diametro en mm).

. Cepas BAL
Cepas E. coli c1 AL c3a
E. coli ATCC 29522 25 16 16
E. coli C58 25 17 16
E. coli A8 25 15 16

Figura 7.10. Antibiogramas realizados mediante la metodologia agar spot assay, con las cepas
vivas C1, Al y C34, para evaluar la inhibicion de E. coli ATCC 29522 (A), E. coli C58 (B) y E.
coli A8 (C).

3.5. Reduccién de la viabilidad celular de E. coli en co-cultivo con las BAL

Tras observar en el ensayo anterior la actividad antimicrobiana producida por las
tres BAL vivas frente a distintas cepas de E. coli, se realiz6 una monitorizacién de la
viabilidad bacteriana realizando un co-cultivo de ambas cepas y utilizando un lector de
fluorescencia. Para ello se empled una cepa de E. coli que contenia la proteina verde
fluorescente GFP (E. coli-GFP).

Los resultados mostraron que estos tres aislados de BAL reducen la viabilidad
celular de E. coli, observandose una disminucidn de la fluorescencia y un retraso en la
fase de crecimiento en los tres co-cultivos (GFP-C34, GFP-C1 y GFP-Al) en
comparacion con el control positivo (E. coli-GFP). Como era de esperar, los tres
monocultivos de BAL que actuaban como controles, no emitieron fluorescencia (Figura
7.11).
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Figura 7.11. Curva de fluorescencia del co-cultivo entre E. coli-GFP y las BAL.

De igual forma, los co-cultivos de E. coli ATCC 29522 y BAL produjeron una
reduccion de la viabilidad de E. coli a las 24 de incubacion en torno a 1,5 log, como

mostraron los recuentos bacterianos realizados en medio Chromocult (Tabla 7.9).

Tabla 7.9. Células viables de E. coli ATCC 29522 (UFC/ml) en co-cultivo con las distintas
BAL

Tiempo E. coli ATCC 29522 Co-cultivos
(h) Control + Al C1 C34
0 7.6 x 10° 6,4x10° 7,2x10° 7,2x10°
24 8,2 x 10° 34x10%8 32x10%° 3,8x10°8

3.6. Curvas de crecimiento de E. coli en diferentes estrategias
En primer lugar, se evaluo la actividad de los sobrenadantes de monocultivos de
BAL, frente a E. coli ATCC 25922 y E. coli C58 siguiendo la metodologia que se
describe en el apartado 2.9 (Estrategia 1, Figura 7.4A). En la Figura 7.12 se representan
los resultados obtenidos con la cepa productora de BLEE E. coli C58, que fueron
idénticos a los de la cepa E. coli ATCC 25922 (datos no mostrados). Como se puede

observar, la cepa de E. coli C58 fue incapaz de crecer en presencia de los tres
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sobrenadantes de las cepas lacticas sin diluir (Figura 7.12A, condicion M) y comenzé a
crecer a medida que éste fue diluido en TSB, a excepcién del sobrenadante C1-M/2
(Figura 7.12B, condicion M/2). En todos los casos, se alcanzo6 la densidad dptica del
control positivo en la dilucion M/8 (Figuras 9.12C, 9.12D y 9.12E). Estos resultados
confirman la actividad antimicrobiana de los sobrenadantes de las 3 BAL frente a E.
coli productoras de BLEE observada previamente en los antibiogramas (pocillos; Tabla

7.7), siendo mas notable la actividad de L. plantarum C1 (Figura 7.12C).
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Figura 7.12. Curvas de crecimiento de E. coli C58 en presencia de los sobrenadantes de monocultivos de C1, Al y C34. (A) Sobrenadante sin diluir
(condicion M). (B) Sobrenadante diluido a la mitad (condicion M/2). (C), (D) y (E) Distintas concentraciones de los sobrenadantes C1, Al y C34,
respectivamente. Los valores representados son la media de los distintos triplicados realizados.
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En la estrategia 2 se analizaron los sobrenadantes de los distintos co-cultivos en
TSB para determinar si la presencia de células de E. coli vivas es la que activa a las
BAL a llevar a cabo una produccién de sustancias antimicrobianas como bacteriocinas u
otros metabolitos. Como se puede observar en la Figura 7.13, E. coli C58 fue capaz de
crecer en presencia de los sobrenadantes de los tres co-cultivos, aunque se observé un
retraso en la tasa de crecimiento en la condicion M (sobrenadante sin diluir) en
comparacion con el control positivo. En general, a las 7 horas de incubacién el control
positivo en TSB alcanz6 una DO de 1,0 mientras que en la condicion M esta cepa llegd
solamente a 0,8. Los mismos resultados fueron obtenidos con la cepa E. coli ATCC

29522 (datos no mostrados).

E. coli C58
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Figura 7.13. Curvas de crecimiento de E. coli C58 en presencia de los sobrenadantes de co-
cultivos de C1 (A), Al (B) y C34 (C). En primer lugar, se cultivo la cepa BAL correspondiente
en presencia de C58. Posteriormente, la cepa C58 se cultivd en presencia de cantidades
progresivamente mayores del sobrenadante de ese co-cultivo anterior. Los valores representados
son la media de los distintos triplicados realizados.

A continuacion, se realiz6 un experimento para determinar si los metabolitos
originados por E. coli tras su crecimiento en caldo TSB eran capaces de activar a las

BAL a llevar a cabo una produccién eficaz de estos péptidos antimicrobianos, tanto en
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caldo TSB como en caldo MRS (Estrategia 3, Figura 7.4C). Los resultados obtenidos en
el medio TSB fueron idénticos a los observados con los sobrenadantes de los co-
cultivos en la estrategia anterior, tanto para E. coli ATCC 29522 como para E. coli C58
(datos no mostrados). De esta forma, se vio un retraso en la tasa de crecimiento de E.
coli cuando se enfrentaba al sobrenadante de los distintos cultivos en la condicion M,
confirmando la actividad antimicrobiana por parte de las BAL cuando esta presente E.
coli. Por otro lado, los resultados obtenidos con los sobrenadantes en medio MRS
fueron muy similares a los observados en la estrategia 1. La Figura 7.14 muestra el
crecimiento de la cepa E. coli C58 (mismo resultado con la cepa E. coli ATCC 29522)
en la condicion M (Figura 7.14A) y condicion M/2 (Figura 7.14B). Como se puede
observar, esta cepa fue incapaz de crecer en presencia de los tres sobrenadantes en la
primera condicidén y comenzd a crecer a medida que el sobrenadante se diluy6 en TSB,

observandose un retraso mayor en la tasa de crecimiento con el sobrenadante producido

A E. coli C58 B E. coli C58
Condicién M Condicién M/2

—— Control positivo

06 c1-m/2

DO 420-580nm

—AL-M/2
c3a-M/2

=)
¥
]

== - 0
Tiempo (horas) Tiempo (horas)

por la cepa C1 (Figura 7.14B).

Figura 7.14. Curvas de crecimiento de E. coli C58 en presencia de los sobrenadantes de C1, Al
y C34 crecidas en MRS con sobrenadante del cultivo de E. coli C58. (A) condicién M; (B)
condicién M/2. Los valores representados son la media de los distintos triplicados realizados.

Finalmente, para confirmar que estos resultados se debian a la presencia de
bacteriocinas u otros metabolitos (como &cido lactico) en los distintos sobrenadantes y
no eran debidos al posible bajo crecimiento de las cepas E. coli en el medio de cultivo

MRS (Unico medio disponible en la condicion M), se realizd un ensayo de crecimiento
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de las dos cepas de E. coli en dicho medio. Tal como se puede observar en la Figura
7.15, E. coli C58 fue capaz de crecer en MRS, alcanzando una DO de aproximadamente
1,2 a las 21 h de incubacidn (idénticos resultados fueron observados con E. coli ATCC
29522), lo que valida todos los resultados mostrados con anterioridad.

E. coli C58
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C58TSB

0,6
C58 MRS

DO 420-580nm

0,4 C58 MRS/2

0,2

0 5 10 15 20

0,2
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Figura 7.15. Curva de crecimiento de E. coli C58 en medio de cultivo MRS. Los valores
representados son la media de los distintos triplicados realizados.

En definitiva, se ha confirmado la actividad antimicrobiana producida por estos
tres aislados de BAL frente a Enterobacterias productoras de BLEE, siendo més activa
la cepa de L. plantarum C1, que presenta un clister compatible con una bacteriocina del
tipo plantaricina. La actividad antimicrobiana por parte de estas BAL ha tenido lugar
independiente de las condiciones de crecimiento, siendo eficaz tanto en monocultivos
como en co-cultivos con otras bacterias. Por tanto, no necesitan de la presencia de
células vivas ni de metabolitos de E. coli para activar la produccion de mecanismos

antimicrobianos.
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4. Discusion

Debido al incremento y expansion de bacterias multirresistentes, la busqueda de
compuestos alternativos a los antibidticos ha puesto en el punto de mira el desarrollo de
terapias basadas en el uso de péptidos antimicrobianos (Sanchez-Gémez and Martinez-
de-Tejada, 2017; Shahrour et al., 2019). Por ello, en este capitulo hemos evaluado la
actividad bactericida de péptidos derivados de la lactoferricina y de bacteriocinas
producidas por ciertas BAL frente a cepas de E. coli productoras de B-lactamasas de
espectro extendido (BLEE).

Los ensayos de sinergia han mostrado que el uso combinado de los péptidos
derivados de la lactoferricina (P4-1 y P2-15) junto con el &cido clavulanico y el
antibidtico amoxicilina, incrementa el efecto que tiene cada uno de ellos por separado,
facilitando la entrada de estos componentes al interior de las bacterias y mejorando la
accion del antibiotico. A pesar de obtener cierta mejora, en ninguno de estos dos casos
se ha conseguido neutralizar el mecanismo de resistencia a los antibidticos -lactdmicos
que presenta la cepa E. coli C58 blacrx-mis, dando lugar a la sensibilizacion a la
amoxicilina (S < 8, CLSI). La CMI del antibiético mas baja que se ha conseguido es
128 pg/ml en el caso del P4-1 o 64 pg/ml con el P2-15, en presencia del &cido
clavulanico y de concentraciones subinhibitorias de los péptidos. A diferencia de lo
observado por Ferrer-Espada (2016) con P. aeruginosa, el péptido de la generacion P2
ha mostrado mejor actividad permeabilizante que el de cuarta generacion (P4-1) frente a
E. coli productoras de BLEE. En este caso, a pesar de que se formaron combinaciones
sinérgicas con concentraciones subinhibitorias, las CMIs obtenidas no fueron
suficientemente bajas como para sensibilizar a la bacteria.

En términos de ICIF, la actividad permeabilizante del PMBN supero

ampliamente la de ambos péptidos derivados de la lactoferricina, ya que en todas las
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concentraciones ensayadas este indice fue menor de 0,5, demostrando sinergia entre los
tres componentes estudiados. De esta manera, se consiguio sensibilizar a la cepa C58 a
la amoxicilina con las concentraciones mas altas de PMBN analizadas (8-16 pg/ml).
Ademas, se ha confirmado que el PMBN tiene una capacidad antimicrobiana baja (512
ug/ml), que tal como sefialan Brown and Dawson (2015) resulta inferior a la de su
molécula parental (PMB), pero tal como hemos visto, retiene su capacidad de
permeabilizar la membrana externa de las bacterias Gram negativas. Igualmente, este
péptido control no actud en sinergia con la amoxicilina en ausencia del inhibidor de
BLEE. Estos resultados estdn en consonancia con lo reportado por otros autores
(Sanchez-Gomez and Martinez-de-Tejada, 2017), que han descrito que el PMBN
potencia la accién antimicrobiana de distintos antibidticos y por ejemplo confiere una
buena proteccion frente a la sepsis experimental causada por P. aeruginosa (Cirioni et
al., 2007). Sin embargo, dado que se ha reportado una significativa toxicidad renal
asociada a su compuesto parental PMB y la existencia de cepas resistentes a su accion
(Sanchez-Gomez, 2008) que limita su utilidad clinica, es importante llevar a cabo una
busqueda de nuevos péptidos o moléculas con poder bactericida y permeabilizantes, que
puedan sustituir en la medida de lo posible el uso de los mismos. Por ello, hemos
querido evaluar la habilidad de dos peéptidos derivados de la lactoferricina para
neutralizar el mecanismo de resistencia estudiado en este trabajo. Aunque los resultados
no han sido muy buenos con ambos péptidos, seria interesante ahondar en esta linea y
evaluar otros compuestos similares para conseguir devolver la utilidad clinica a
antibidticos que han dejado de utilizarse debido a la resistencia bacteriana producida
frente a los mismos.

Por otro lado, se ha evaluado la actividad antimicrobiana producida por distintas

bacterias lacticas aisladas de animales salvajes frente a E. coli productoras de BLEE.
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Stedman et al. (2018) demostraron que aislados similares a estas BAL presentan una
actividad antimicobacteriana significativa, ya que son capaces de inhibir el crecimiento
de M. smegmatis y reducir la viabilidad y supervivencia de M. bovis Bacillus Calmette
Guerin (BCG) (Stedman et al., 2018). De esta manera, confirmaron que estos aislados
(entre los que se encuentra E. faecium C34) actian como probioticos con efectos
beneficiosos que logran mitigar el impacto de distintas enfermedades infecciosas, como
la tuberculosis bovina (bTB) causada por M. bovis en tejones y jabalies europeos
(Stedman et al., 2020). Por ello, siguiendo esta misma linea, en este trabajo hemos
demostrado por diferentes metodologias (antibiogramas y estudios de la viabilidad
bacteriana mediante fluorescencia, densidad Optica y recuentos en placa), que los tres
aislados utilizados (C1, Al y C34) son capaces de inhibir el crecimiento de cepas de E.
coli-BLEE, siendo mas activa la cepa de L. plantarum C1. En primer lugar, los
antibiogramas realizados con la metodologia agar spot assay (en donde se produce el
contacto bacteria-bacteria) resultaron dar mas informacion que otras pruebas como los
antibiogramas en pocillos, en concordancia con lo reportado por Stedman et al., (2020).
Sin embargo, nos hizo preguntarnos si la produccién de bacteriocinas y/o metabolitos
por parte de las BAL tenia lugar en presencia de E. coli o ésta se llevaba a cabo de
manera independiente. Asi pues, los resultados de las curvas de crecimiento con los
sobrenadantes de los distintos monocultivos y co-cultivos, sugiere que las BAL son
capaces de llevar a cabo una produccion eficaz de sustancias antimicrobianas sin la
necesidad de la presencia de células o metabolitos de E. coli que activen esta
produccidn, aunque serian necesarios mas estudios para confirmar esta hipotesis. De
nuevo estos resultados confirmaron la actividad antimicrobiana de las tres BAL,
demostrando que E. coli C58 es incapaz de crecer en el sobrenadante (sin diluir)

extraido de monocultivos en medio MRS. La inhibicién producida por estos tres
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aislados podria ser debida a la sintesis de bacteriocinas o liberacidn de otros metabolitos
(como el &cido lactico) con propiedades antimicrobianas, o bien a una combinacion de
ambos. Serian necesarios estudios adicionales realizando mutantes en los genes
precursores de estas bacteriocinas, para confirmar que la actividad antimicrobiana se
debe principalmente a las bacteriocinas, si se demuestra la pérdida de actividad en las
cepas mutantes

Los probidticos se definen como microorganismos vivos que, cuando se
administran en cantidades adecuadas, confieren un beneficio para la salud del huésped
(Hill et al., 2014). En este sentido, la hipotesis que persigue este trabajo es que el uso de
BAL podria ser una forma segura de reducir el riesgo de infeccién causada por
Enterobacterias productoras de BLEE, ya que, de manera general, las bacterias lacticas
se han estado utilizado ampliamente como probidticos (Ljungh and Wadstréom, 2001).
Aunque algunas especies de Lactobacillus ya estan reconocidas como probidticos, es
necesaria una completa caracterizacion in vitro de las BAL a las que se pretende dar
este uso, de forma que se pueda validar la seguridad y el efecto beneficioso como
probidticos antes de considerar la aplicacion in vivo. Por ejemplo, se debe evaluar la
susceptibilidad a determinados antibi6ticos antes de su aplicacion. Asi, Stedman et al.
(2020) identificaron varios genes intrinsecos de resistencia a antibidticos en la cepa de
E. faecium C34, localizados en el cromosoma y que no son transferibles. En este caso,
la EFSA sefiala que se necesitan investigaciones adicionales para correlacionar las
observaciones genotipicas con la expresion fenotipica de la cepa (EFSA, 2012), por lo que
serian necesarios nuevos estudios para corroborar estas resistencias. Al mismo tiempo,
se demostrd que esta cepa de E. faecium (C34) era capaz de estimular las respuestas de
interferon de tipo | (IFN) contra infecciones virales y que otro L. plantarum (P5) similar

al aislado C1, es capaz de modular las respuestas fagociticas proinflamatorias que se
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asocian con la proteccion contra determinados patdégenos, coincidiendo con la presencia
de marcadores inmunomoduladores en sus genomas (Stedman et al., 2020). Por lo
general, las bacteriocinas producidas por bacterias lacticas no suelen ser activas frente a
cepas Gram negativas (Hegemann et al., 2015), pero tal como demuestran Arnison et
al.(2013), se ha observado que ciertas bacteriocinas como los sactipéptidos y
lassopéptidos podrian inhibir a estos microorganismos bajo ciertas circunstancias
ambientales. Ademas, en concordancia con los resultados observados por Stedman et
al., (2020) frente a S. thermophilus, las cepas C34 y Al podrian tener un espectro
antimicrobiano mas amplio, por lo que serian necesarios estudios adicionales.

En definitiva, la actividad antimicrobiana mostrada por los tres aislados de BAL
los postula como posibles probidticos, siendo probablemente la plantaricina producida
por L. plantarum C1 el mejor candidato contra enfermedades infecciosas producidas por
Enterobacterias productoras de BLEE. Sin embargo, la actividad observada por ambas
cepas de E. faecium también resulta interesante, por lo que son necesarios estudios
adicionales para la caracterizacién completa de estas tres BAL antes de considerar su

posible aplicacién terapéutica.
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En esta Tesis doctoral nos hemos planteado ahondar en el conocimiento y
control de las resistencias antimicrobianas desde una perspectiva global. Para ello, se
han propuesto 4 objetivos relacionados con las lineas estratégicas del Plan Nacional de
Resistencias a Antibidticos (PRAN), haciendo especial énfasis en las resistencias a
antibidticos B-lactdmicos producidas por Enterobacterias productoras de B-lactamasas
de espectro extendido (BLEE).

En los dos primeros objetivos (desarrollados en 4 capitulos) se ha llevado a cabo
la vigilancia e investigacion sobre la difusion de la resistencia a antibidticos en el
entorno ambiental, animal y humano. En lo que respecta al entorno ambiental
(capitulo 1), se ha observado la amplia presencia de bacterias resistentes a los
antibidticos incluidas en la lista de patogenos prioritarios de la OMS en distintos
ambientes acudticos (rios, colectores y estaciones depuradoras de aguas residuales
[EDAR]) de la zona norte de Espafia y sur de Francia (Pérez-Etayo et al., 2020). La
presencia de estas bacterias resistentes en una region con elevada actividad ganadera
(donde destacan principalmente las explotaciones porcinas), muestra el impacto de la
actividad humana en la propagacion de estas resistencias. Dado que los resultados
indicaron que un porcentaje mayoritario (58,2%) de estas bacterias fueron aisladas de
colectores de hospitales, mataderos y EDAR, se constata que en la actualidad se estan
realizando tratamientos insuficientes de estas aguas residuales que eliminen o reduzcan
la carga de microorganismos portadores de resistencias antimicrobianas (incluidos los
patdgenos) (Makowska et al., 2020). No solo se aislaron bacterias resistentes en esta
region, sino que otros grupos de investigacion dentro del mismo proyecto (INTERREG
POCTEFA EFA183/16/0OUTBIOTICS) detectaron antibidticos en estas mismas

muestras (Moles et al., 2020). La azitromicina se detectd en mayores concentraciones
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(11,3 g/dia por 1000 habitantes), aunque también fue notable la presencia de
enrofloxacino, sulfadiazina y trimetoprima.

Se calcula que en la actualidad se dispensan en el mundo unos 2.000 productos
farmacéuticos, que incluyen medicamentos recetados, medicamentos terapéuticos de
venta libre y medicamentos veterinarios (Burns et al., 2018). Muchos de estos
compuestos no son metabolizados completamente por el cuerpo, por lo que se estima
que entre el 30 y el 90% de la dosis administrada por via oral se excreta generalmente
como principio activo a través de la orina y heces y, como resultado, termina en las
aguas residuales (McEneff et al., 2014). Asi pues, estos productos estan presentes en el
medio ambiente como consecuencia de la produccion farmacéutica (veterinaria y
humana), el uso en la produccion de alimentos y ganaderia, utilizacion por los pacientes
(uso doméstico y hospitales) y por una eliminacion inadecuada de los productos
caducados (Figura D.1). Los que se detectan con mayor frecuencia son hormonas,
antibidticos, analgésicos, antidepresivos, productos farmacéuticos contra el cancer,

pesticidas y parasiticidas.
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Figura D.1. Principales vias de liberacion de productos farmacéuticos en el medio ambiente.
Adaptado de la Organisation for Economic Co-operation and Development (OECD, 2019).

La presencia de todos estos productos en ecosistemas terrestres y de agua dulce
deriva en la absorcion de los mismos por parte de animales y plantas, dando lugar a una
bioacumulacion (OECD, 2019). Se ha demostrado que ciertos productos causan efectos
adversos no deseados en organismos acuéticos, que incluyen mortalidad, cambios en la
fisiologia, en el comportamiento y en la reproduccion (EAHC, 2013). Ademas, se ha
estimado que el 10% de los productos farmacéuticos tienen un riesgo ambiental
potencial, que incluye persistencia (capacidad para resistir la degradacion en el medio
acuatico), bioacumulacién (acumulacion en el tejido adiposo de los organismos
acuaticos) y toxicidad (potencial toxico sobre estos organismos) (Kuster and Adler,
2014). De esta manera, el uso excesivo y la descarga de antibioticos en el agua esta
agravando el problema de la resistencia a los antimicrobianos, ya que supone una

presion selectiva los microorganismos.
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La presencia de productos farmacéuticos en el medio ambiente ha generado

preocupacion entre los reguladores del agua potable, gobiernos, proveedores de agua y

del pablico en general. Asi pues, la OECD recomienda adoptar un enfoque colectivo

para abordar la eliminacion de los productos farmacéuticos en el medio ambiente,

mediante el desarrollo de una estrategia y un plan de accion nacional para gestionar los

riesgos ambientales (OECD, 2019). En ese sentido, se han propuesto las cinco

estrategias que se indican a continuacion:

286

1. Mejorar el conocimiento, la comprension y la presentacion de informes

sobre la aparicion, el destino, la toxicidad y los riesgos ecoldgicos que tienen
para la salud humana los residuos farmacéuticos en las masas de agua, con el
fin de sentar las bases para futuras medidas de reduccion de la
contaminacion.

Enfoques dirigidos para imponer, incentivar o fomentar medidas con el fin
de prevenir la liberacion de productos farmacéuticos en el agua. Estan
dirigidos principalmente a empresas farmacéuticas e instalaciones de
fabricacion.

Enfoques orientados al uso para imponer, incentivar o fomentar la
reduccién del consumo inadecuado y excesivo de productos farmacéuticos.
Estan disefiados para informar y cambiar los comportamientos y practicas de
uso en médicos, veterinarios, farmacéuticos, pacientes y agricultores.

Otras medidas como complemento de las estrategias 1-3, que incentiven o
fomenten un mejor tratamiento de los desechos y aguas residuales para
eliminar los residuos farmacéuticos después de su uso o liberacién al medio

acuatico.
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5. Colaboracién y un enfoque comuan, combinando las cuatro estrategias
anteriores e involucrando a varios sectores politicos. Es mucho mas probable
que esta accion se amplie y se mantenga si se integra en politicas y proyectos

mas amplios de salud, agricultura y medio ambiente.

En definitiva, es necesario desarrollar estrategias y métodos efectivos de
tratamiento que eliminen los contaminantes microbianos y residuos farmacéuticos de las
aguas residuales, para evitar asi una mayor contaminacion ambiental y prevenir la

dispersion y seleccion de las resistencias bacterianas.

Entre las estrategias a desarrollar, se deberian incluir programas de vigilancia de
distintas bacterias patdgenas y de genes implicados en estas resistencias. Como hemos
visto en el capitulo 2, para implementar programas de vigilancia seria muy conveniente
realizar el seguimiento de distintos marcadores genéticos con especial relevancia clinica
en el medioambiente, y mas concretamente, en entornos acuaticos. Dado que se han
encontrado STs y CCs que constituyen clones importantes relacionados con la
diseminacion de genes de resistencia a antibioticos p-lactdmicos (23CC, 10CC, 131CC
y 38CC), la deteccion de éstos en cepas aisladas de distintos ambientes podria
considerarse como una alerta en la diseminacion de resistencias. EI hecho de que
algunas cepas aisladas de depuradoras se incluyan en estos 4 CC y muestren perfiles
idénticos a cepas aisladas de otros entornos (alimentos y portadores sanos), resaltan de
nuevo la importancia que adquieren las aguas en la diseminacion de resistencias

bacterianas (Figura D.2).
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Figura D.2. Principales complejos clonales detectados entre los distintos entornos en el
presente trabajo

En este mismo sentido, también seria muy ventajoso determinar si la presencia
de otros indicadores genéticos, como los integrones y secuencias de insercion, pudiera
servir como marcador del riesgo de transmision de resistencias en dichos entornos. De
acuerdo con Gillings et al. (2015), el integron de clase 1 podria usarse como un
indicador de la contaminacidn antropogénica. Por ello, el objetivo del capitulo 3 ha sido
detectar éste y otros marcadores genéticos asociados con la adquisicion y dispersién de
genes bla. Asi, los resultados demostraron la alta prevalencia de diferentes elementos
genéticos horizontales (intl, 1S26, 1S26-ISEcpl) entre los aislados de E. coli
productores de BLEE de muestras alimentarias, ambientales y humana.

En definitiva, la coexistencia de diversos tipos de integrones y secuencias de
insercion revel6 el riesgo potencial de diseminacion de resistencias antimicrobianas
entre bacterias ambientales (granjas y piensos, muestras de alimentos, EDAR vy rios) y
humanas (portadores sanos y aislados clinicos). A su vez, la presencia de genes

asociados con factores de virulencia en estas mismas cepas (capitulo 4), aporto
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informacidn para comprender mejor la patogenicidad asociada a ellas. De esta manera,
se ha podido observar que las cepas potencialmente patdgenas, asociadas con el
complejo 131CC vy filogrupo B2, fueron portadoras de tres o0 mas factores de virulencia.
Asimismo, los genes fimA, papC y aer (que codifican para las fimbrias de tipo 1,
fimbrias P y un sideroforo) fueron detectados en cepas aisladas de todos los entornos,
mientras que papG Il (que codifica para adhesina de las fimbrias P) se relaciond
principalmente con cepas clinicas. Ademas, las aguas residuales constituyeron un punto
de difusion para los genes cnfl y hlyA, que codifican distintas toxinas (factor citotoxico
necrotizante tipo 1y citotoxina hemolisina A, respectivamente).

Finalmente, medir la tasa de transferencia horizontal de estos marcadores
genéticos y factores de virulencia, seria de gran valor en estos programas de vigilancia,
ya que como establece Birgmann et al. (2018), todavia sigue siendo un tema
desconocido. Los resultados obtenidos en esta tesis han mostrado una frecuencia de
conjugacion promedio de 1,2 x 10 + 5 x 107 en las cepas aisladas de ambientes
acuaticos, siendo significativamente mas alta que la observada en cepas aisladas de
granjas y alimentos (p <0,05), con frecuencias de 1,5 x 10* +2,9 x 10%y 9,6 x 10* +
2,0 x 1072, respectivamente. Estos resultados revelan de nuevo la importancia que
adquiere el medio acuético para el intercambio de genes y resistencias a antibidticos,
especialmente los entornos de aguas residuales. Se constata asi la necesidad de
establecer medidas preventivas para controlar esta diseminacion de las resistencias entre
distintos nichos ambientales y frenar asi sus posibles efectos en salud humana y animal.

En relacién con el entorno animal, la hipétesis de partida es que una
disminucion de la presion antibidtica en este ambiente podria reducir la presencia y
dispersion de bacterias resistentes entre los distintos ecosistemas. De esta manera, en el

objetivo 3 se planted una estrategia preventiva desarrollando medidas alternativas al
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uso de antibioticos en produccién animal. Asi, se ha evaluado la capacidad bactericida
de un nanomaterial con base plata para su inclusion como aditivo en piensos, en el
marco del proyecto INTERREG POCTEFA EFA183/16/OUTBIOTICS. EIl
nanomaterial caolin-plata desarrollado ha mostrado wuna correcta actividad
antibacteriana frente al amplio espectro de bacterias ensayadas, incluidas las cepas
multirresistentes (capitulo 5). Desde el punto de vista microbiolégico, este producto
cumple con las expectativas de ser un buen candidato como aditivo zootécnico en
piensos de animales y reducir asi el empleo de antibidticos. La utilizacion de
medicamentos para el tratamiento de animales productores de alimentos (en donde se
incluyen los piensos medicamentosos) esta sometida a una estricta regulacién que tiene
como finalidad proteger la salud publica y evitar la presencia de sustancias
farmacoldgicamente activas en los alimentos procedentes de animales que habian sido
previamente tratados (MAPAMA, 2017). Todas las sustancias activas que forman parte
de los medicamentos veterinarios son sometidas a un estricto proceso de evaluacion de
seguridad regulado por el Reglamento 470/2009, por el que se establecen
procedimientos para la fijacion de los limites de residuos de las sustancias
farmacoldgicamente activas en los alimentos de origen animal (UE, 2009). Ademas, la
guia de la European Food Safety Autorithy (EFSA) sobre la evaluacion del riesgo de
utilizacion de nanotecnologias en alimentos y piensos (EFSA, 2018a), establece el
procedimiento para realizar una evaluacién de bioseguridad de este tipo de aditivos. En
ese sentido, en el proyecto INTERREG POCTEFA EFA183/16/OUTBIOTICS se han
realizado estudios adicionales para evaluar la bioseguridad del nanomaterial caolin-plata
(estudios toxicoldgicos in vitro e in vivo) y la posible acumulacion de plata en muestras
bioldgicas, asi como el impacto ambiental de heces y purines. Los resultados obtenidos

tanto a nivel de seguridad animal como ambiental son muy prometedores.
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Finalmente, en el contexto de salud humana, en el objetivo 4 se han evaluado
métodos de diagndstico rapido para Enterobacterias productoras de BLEE (capitulo 6),
asi como alternativas de tratamiento para infecciones causadas por dichas bacterias
resistentes (capitulo 7). A nivel clinico, una de las herramientas de diagnostico rapido
de microorganismos de mayor proyeccion es la tecnologia del MALDI-TOF MS
(Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization Time Of Flight Mass Spectrometry). La
aplicacion de dicha tecnologia para la deteccion de bacterias resistentes es todavia
limitada, con cierto desarrollo en la deteccion de actividad P-lactamasas y
carbapenemasas utilizando el equipo MALDI Biotyper (Bruker Daltonik) por su mayor
inversion en los programas necesarios para el analisis de espectros antibidticos (Oviafio
et al., 2017). Por ello, en este trabajo se ha evaluado la capacidad de detectar estas
resistencias utilizando el equipo VITEK® MS (bioMérieux), que también tiene mucha
presencia a nivel de clinica humana. Aungue quedd descartado el uso de ceftazidima y
ceftriaxona con este equipo, se ha podido definir un protocolo de hidrélisis de
cefotaxima que permite la deteccion de cepas productoras de BLEE del tipo CTX-M1
en 1 hora. Dado que solamente se utilizaron dos cepas por cada tipo de BLEE, es
necesario ampliar el estudio con otro tipo de variantes de genes bla, con cepas
portadoras de varios genes simultdneamente, asi como con otros inhibidores de B-
lactamasas distintos al acido clavulanico (tazobactam, avibactam o APBA). De igual
manera, Se requieren mas ensayos para mejorar la metodologia de deteccion de
carbapenemasas mediante la hidrdlisis del ertapenem, ya que no se ha conseguido
establecer un protocolo adecuado.

Por otro lado, se han abordado dos estrategias de tratamiento para infecciones
causadas por Enterobacterias productoras de BLEE. La primera de ellas se basa en el

uso de dos péptidos antimicrobianos derivados de la lactoferricina (P4-1 y P2-15).
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Aunque concentraciones subinhibitorias de los dos péptidos en presencia de 1 pg/ml de
acido clavulanico consiguieron reducir la CMI de la amoxicilina (128 pg/ml en el caso
del P4-1y 64 pg/ml con el P2-15), ninguno de ellos logro llegar a la sensibilizacion de
la cepa de E. coli a dicho antibidtico (S < 8; CLSI, 2018). A pesar de que los resultados
no fueron tan buenos como los obtenidos con el péptido PMBN (del que se ha reportado
toxicidad renal y cepas resistentes a su accion), sigue siendo interesante profundizar en
esta linea de investigacion y evaluar otros compuestos similares, dado el interés actual
del uso de AMPs como estrategia de tratamiento. Estos, juegan un papel muy
importante en la ecologia microbiana y contribuyen a la inmunidad innata de los
organismos mediante la inhibicion de microorganismos invasores (Moravej et al.,
2018).

Finalmente, en la segunda estrategia se ha evaluado el posible uso de
bacteriocinas producidas por 3 cepas de bacterias &cido-lacticas aisladas de animales
salvajes como alternativa de tratamiento frente a infecciones causadas por
Enterobacterias productoras de BLEE. Los resultados mostraron que i) las tres bacterias
acido-lacticas evaluadas son capaces de inhibir el crecimiento de bacterias resistentes
por lo que podrian utilizarse como alternativa al uso de antibioticos, y ii) el interés que
presentan como potenciales probioticos, dado que son capaces de producir sustancias
antimicrobianas sin necesidad de la presencia de células vivas ni de metabolitos de E.
coli que activen esta produccion. De esta manera, la ingesta preventiva de estas
bacterias vivas podria proteger al organismo ante la posible llegada de una bacteria
patdgena. Sin embargo, tal como hemos indicado en el capitulo 7, son necesarios
estudios adicionales para una caracterizacion completa de estas tres BAL antes de
considerar su uso terapéutico. Como parte de esta caracterizacion, seria muy interesante

llevar a cabo un estudio de persistencia gastro-intestinal, para establecer si son capaces

292



Discusion general

de sobrevivir a los jugos gastricos o si, por el contrario, necesitan ser encapsuladas de
alguna manera concreta, como en el caso de las nanoparticulas de plata. Ademas, tal
como sefiala la EFSA se necesita llevar a cabo estudios de bioseguridad en los que se
confirme la ausencia de genes de resistencia y se proporcione informacién relacionada
con la toxigenicidad y patogenicidad para los seres humanos antes de su autorizacion
(EFSA, 2018b).

Aunque ya se conocia el efecto de las bacterias acido-lacticas y sus metabolitos
como inhibidores de ciertos patdgenos en matrices alimentarias (Hammami et al.,
2013), actualmente ha crecido el interés en su uso como agentes terapéuticos y se estan
Ilevando a cabo diferentes investigaciones que muestran su eficacia en el tratamiento de
infecciones en humanos y animales (Cursino et al., 2006; Dabour et al., 2009; Kannan
and Mankin, 2011). De esta manera, Hammami et al. (2013) informan de ensayos
exitosos en el tratamiento de infecciones causadas por bacterias patdgenas y, por tanto,
establecen que podrian usarse en el futuro como alternativa a los antibioticos existentes
en la actualidad. También se ha demostrado la actividad antimicrobiana de la lacticina
3147 y nisina A contra cepas de S. aureus resistente a meticilina (MRSA) vy
Enterococcus resistente a vancomicina (VRE) (Piper et al., 2009). De la misma manera,
se evaluo la eficacia de la microcina J25 (MccJ25) en un modelo murino de infeccion
por Salmonella (Lopez et al., 2007). A pesar de esto, la inhibicién in vivo de distintos
patdgenos sigue siendo todavia incierta y aun queda recorrido antes de que las
bacteriocinas sean una alternativa en la practica clinica.

En la introduccién general de esta tesis doctoral (Figura 1.11), se menciona que
la linea estratégica nimero 6 propuesta por el PRAN se centra en la comunicacion y
sensibilizacion de la poblacion frente a esta problematica. EI objetivo es concienciar a

los consumidores sobre los beneficios del uso racional de los antibiéticos e informar
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sobre los riesgos de las resistencias, para llevar a cabo un uso prudente de los mismos.
En este sentido, en Espafia se han llevado a cabo numerosas campafias patrocinadas por
organismos oficiales como, por ejemplo: “Los antibioticos no sirven para todo”,
“Antibioticos: tomatelos en serio”, “Ni menos, ni mas, jTU decides! También se han
realizado conmemoraciones para el “dia mundial de la higiene de manos™ o el “dia
Europeo del uso prudente de los antibidticos”. Desde la Universidad de Navarra nos
hemos sumado a estas campafias y celebraciones, realizando distintas charlas y
experimentos divulgativos durante la “Semana de la Ciencia”, con diferentes colegios e
institutos de Navarra. Ademas, durante los cursos 2017-2018 y 2018-2019 hemos
participado en la Small World Initiative, conocida ahora como Micromundo (rama
espafola de los proyectos internacionales Tiny Earth y Small World Initiative). Esta
iniciativa es un programa innovador que fue disefiado en 2012 en la Universidad de
Yale (EEUU) por la doctora Jo Handelsman, para motivar a los estudiantes hacia la
eleccion de un grado en Ciencias Experimentales, al tiempo que abordaba el problema
global de la reducida disponibilidad de antibioticos eficaces debido a la apariciéon de
mecanismos de resistencia. Este programa se centra en un curso de Biologia basico en el
cual los estudiantes de distintos colegios e institutos llevan a cabo trabajo de campo e
investigacion sobre muestras de suelo en busca de bacterias productoras de nuevos
antibioticos. Los estudiantes recolectan muestras de tierra en distintas localizaciones,
aislan bacterias y ensayan su actividad frente a microorganismos de relevancia clinica
(microorganismos ESKAPE). Este aspecto es particularmente relevante, puesto que dos
tercios de los antibi6ticos disponibles proceden de bacterias u hongos aislados de suelos
(Hernandez et al., 2017). Asi, durante el curso 2017-2018 participaron 222 alumnos de
9 centros escolares de Navarra y fueron impartidas 5 sesiones de 2 horas por 50

alumnos voluntarios (procedentes de los grados de Biologia, Bioguimica o Farmacia) y
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por 8 profesores del Departamento de Microbiologia de la Universidad de Navarra. En
total, se obtuvieron 1.760 aislamientos de los cuales 75 mostraron actividad
antimicrobiana frente a bacterias Gram positivas, mientras que 1 aislamiento presento
actividad bactericida frente a microorganismos Gram positivos y negativos. Durante el
curso 2018-2019 se llevd a cabo la caracterizacion de estas cepas aisladas,
perteneciendo en su mayoria a los géneros Bacillus, Burkholderia, Micrococcus,
Brevibacillus y Paenibacillus. Ademas, se repitid de nuevo la iniciativa con otros
institutos para la busqueda de nuevas bacterias capaces de producir antibioticos. En este
caso participaron 145 alumnos de 6 centros y se obtuvieron un total de 923 aislados, de
los cuales 59 mostraron actividad antimicrobiana frente a bacterias Gram positivas, 19
frente a Gram negativas y 8 frente a ambos tipos bacterianos. En definitiva, este
proyecto de Aprendizaje-Servicio y ciencia ciudadana, nos ha permitido acércanos a los
jévenes para concienciarles sobre el impacto que tiene la resistencia a los antibioticos en
salud humana, animal y medioambiente.

Cuando todo apuntaba a que la resistencia a los antibioticos iba a ser la gran
pandemia del siglo XXI si para el afio 2050 no se ponen medidas y soluciones eficaces,
el virus SARS-CoV-2 ha emergido y diseminado con rapidez por todo el mundo en el
afio 2020, dando lugar a la primera pandemia de este siglo (Jakovljevic et al., 2020). El
impacto que la COVID-19 esta causando en todos los niveles (pérdidas de vidas
humanas, consecuencias sociales, sanitarias, dafio econdmico, etc.) tiene una
repercusion trascendental y de largo alcance (Vindegaard and Benros, 2020). Todavia es
pronto para saber como acabara esta pandemia, pero no tenemos que olvidar que la
ciencia nos puede ayudar a controlar la situacion y, en definitiva, nos puede preparar

para la préxima pandemia.
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La COVID-19 ha constituido un reto en todos los aspectos de la atencién
sanitaria, incluyendo también el uso efectivo de los antibidticos y el manejo de
infecciones bacterianas. De esta manera, la OMS ha advertido que el incremento de la
prescripcion excesiva o inadecuada de tratamientos antibidticos en el contexto de la
pandemia COVID-19, podria facilitar el desarrollo de bacterias resistentes, reducir la
eficacia de futuros tratamientos y, con ello, aumentar el nimero de muertes provocadas

por este problema (https://www.who.int/news/item/01-06-2020-record-number-of-

countries-contribute-data-revealing-disturbing-rates-of-antimicrobial-resistance).

Aunque la COVID-19 es una infeccion virica y, por tanto, no se trata ni se previene con
antibidticos, hay pacientes diagnosticados en los que existe coinfeccidn bacteriana, por
lo que se debe extremar la prudencia en la utilizacion de este tipo de medicamentos. En
este sentido, de acuerdo con los analisis del PRAN, el incremento a nivel hospitalario
del consumo de antibiéticos en un 40% en marzo del 2020, responde a la incertidumbre
diagnostica al inicio de esta pandemia, asi como a la prescripcion de los mismos en
pacientes COVID-19 con coinfeccion bacteriana (PRAN, 2020). Por ello, desde el
PRAN han publicado una serie de recomendaciones dirigidas a profesionales sanitarios
para mejorar la prescripcion y el uso de estos medicamentos durante el transcurso de

esta pandemia (Figura D.3).
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Recomendaciones para la prescripciéon de .

antibiéticos en la pandemia de COVID-19

5 Infecciones bacterianas en pacientes COVID-19

0
« busca asesoramiento del equipo PROA de tu hospital o area Iﬁl

« apoya la decision de la prescripcion antibidtica en valores indirectos
que evidencien infeccion bacteriana (p.ej. procalcitonina) 0

evita profilaxis con antibiéticos para prevenir neumonia bacteriana

ante la falta de evidencia, evita el uso sistematico de azitromicina en ‘
combinacion con hidroxicloroquina en el tratamiento de COVID-19

recuerda interacciones y toxicidad de los tratamientos (p.ej. @
prolongacion del intervalo QT o interacciones cationicas)

si es posible, refuerza la comunicacion con el paciente explicando
que los antibiéticos se administran por infeccion bacteriana

= Infecciones bacterianas en otros pacientes ‘

« basa la eleccion del antibiético en las guias locales

« establece la duracion minima posible del tratamiento a
« adecua la dosis de antibiético al tipo de infeccion y las
circunstancias del paciente

considera el cambio de via parenteral a via oral del tratamiento
antibiotico para disminuir infecciones asociadas a catéteres

reevalia cada 24-48 horas y ajusta el tratamiento antibiético
segun evolucion y resultados microbiologicos g

Figura D.3. Recomendaciones para la prescripcion de antibidticos durante la pandemia
COVID-19 (PRAN, 2020)

Al igual que el resto de los virus pertenecientes a la familia coronavirus, el
SARS-CoV-2 puede causar infecciones tanto en personas como en animales, lo que
significa que la COVID-19 es una zoonosis (Haider et al., 2020). En este sentido, en
sanidad animal, la pandemia ha reforzado las medidas que ya se aplicaban de acuerdo
con las recomendaciones del PRAN en el ambito veterinario, que se centran en reducir
el riesgo de contagio entre el personal de las granjas para frenar la transmision del virus,

reducir la necesidad de utilizar antibiéticos, mejoras en la bioseguridad de las
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instalaciones, programas de formacion especificos para los trabajadores, organizacion
del trabajo enfocada a la minimizacion de riesgos y gestion de los residuos.

En este aspecto, los expertos que participaron en la jornada EAAD (European
Antibiotic Awareness Day) 2020, sefialaron una vez mas la importancia de trabajar de
forma multidisciplinar con el enfoque One Health para proteger la salud de todos. Y es
que la COVID-19 ha vuelto a poner de manifiesto la conexion existente entre la salud
humana, sanidad animal y medioambiente, ofreciendo una oportunidad de aprendizaje

para frenar asi futuras pandemias.
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Regarding the antimicrobial resistance surveillance,

. A wide prevalence of antibiotic resistant bacteria has been detected in aquatic
environments of POCTEFA territory (northern Spain and southern France),
being carriers for at least one category of antibiotic resistances 96.4% of the
sampled rivers and 100% of the effluents from wastewater treatment plants
(WWTP) and hospital and  slaughterhouses  collectors,  with
penicillin/cephalosporin resistance as the most prevalent.

Multidrug resistances were observed in 96.4% of 55 isolated strains included in
the critical and high priority list proposed by the WHO, being the ESBL-
producing bacteria the most extended ones (mainly E. coli), followed by
carbapenem and vancomyecin resistant bacteria.

. The genotypic characterization of isolates confirmed the prevalence of TEML-
278, CTX-M15 and CTX-M1 types among bla genes, the KPC-type
carbapenemases and the vanB gene in E. faecium VRE. In addition, the mcr-1
gen was detected in one E. coli strain isolated from a rabbit slaughterhouse
collector, suggesting the use of colistin in animal production.

. The phylogenetic study of ESBL-producing E. coli showed the prevalence of
phylogroup A among strains coming from animal production areas and aquatic
ecosystems, while human strains isolated from healthy carriers were associated
with the virulent phylogroup B2. The wide presence of phylogroups B2 and D in
strains from aquatic environments warns about the spread of potentially
pathogenic strains through these environments.

. The MLST study determined that 23CC, 10CC, 131CC and 38CC complexes
could be used as genetic markers of resistance dissemination, as they were

detected mainly in aquatic ecosystems but also in strains from food and human
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10.

origin. The prevalent type sequence in healthy carriers and aquatic environments
was ST131, associated with the 131CC and phylogroup B2, highlighting the

importance that waters acquire in the dissemination of resistant clones.

Regarding the resistances dissemination,

The study of mobile genetic elements in ESBL-producing E. coli showed the
wide presence and dissemination of intl2 (92%) and 1S26 (99.4%). The genetic
pattern 1S26-1SEcpl (related to the pathogenic clone ST131) was present in 22%
of the strains and, for the first time to our knowledge, the genetic complex
ISEcp1-1S26-1S903-ISCR1 was detected.

Despite all the strains were positive for one or more genes associated with
virulence factors, clinical ones contain the greatest amount. The genes, fimA,
papC and aer (coding for fimbriae and siderophores) were detected in all
environments, papG Ill was associated with clinical strains and sewage
constituted a point of diffusion for the toxins cytotoxic necrotizing factor type 1
and hemolysin A, encoded by cnfl and hlyA genes.

100% of the ESBL-producing E. coli strains tested performed efficient gene
transfer, although those isolated from aquatic environments showed significantly
higher conjugation frequencies. This is another evidence of the potential risk of

resistances dissemination through this ecosystem.

Regarding preventive strategies in animal production,

The kaolin-silver nanoparticles developed in the OUTBIOTICS project have
shown antimicrobial activity against a wide spectrum of bacteria, including
strains resistant to B-lactams, carbapenems, vancomycin and colistin.
Bactericidal activity of nanoparticles was higher against Gram negative bacteria,

showing lower MBC for P. aeruginosa (7.8 pg/ml) and E. coli and Salmonella
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(15.6 pg/ml) than that observed in the case of S. aureus and E. faecium (31.3
pg/ml and 250 pg/ml, respectively). Moreover, the inhibition curves showed a
faster bactericidal activity against Gram negative bacteria (sensitive and resistant

ones), with the total elimination of the initial population in only 2-4 h.

Regarding alternative tools for the diagnosis and treatment of infections caused

by ESBL producing bacteria,

11.

12.

13.

A procedure for the detection of ESBL-producing strains (CTX-M1 type) in 60
minutes has been standardized in the VITEK®-MS RUO equipment, by using
cefotaxime without buffer solution and the possibility to include the inhibitor
clavulanic acid to test the B-lactamase activity.

Neither of the two antimicrobial peptides derived from lactoferricin (P4-1 and
P2-15) were capable of sensitizing ESBL-producing E. coli to amoxicillin, while
positive results were observed with the control peptide PMBN.

The antimicrobial activity produced by three BAL isolates (C1, Al and C34)
against ESBL-producing E. coli was confirmed, being the strain L. plantarum
C1 the most active. These results encourage further investigations for the future

use of these lactic strains as probiotics or as an alternative to antibiotics.
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Abstract: Due to the global progress of antimicrobial resistance, the World Health Organization
(WHO) published the list of the antibiotic-resistant “priority pathogens” in order to promote research
and development of new antibiotics to the families of bacteria that cause severe and often deadly
infections. In the framework of the One Health approach, the surveillance of these pathogens in
different environments should be implemented in order to analyze their spread and the potential risk
of transmission of antibiotic resistances by food and water. Therefore, the objective of this work was
to determine the presence of high and critical priority pathogens included in the aforementioned list
in different aquatic environments in the POCTEFA area (North Spain-South France). In addition to
these pathogens, detection of colistin-resistant Enterobacteriaceae was included due its relevance
as being the antibiotic of choice to treat infections caused by multidrug resistant bacteria (MDR).
From the total of 80 analyzed samples, 100% of the wastewater treatment plants (WWTPs) and
collectors (from hospitals and slaughterhouses) and 96.4% of the rivers, carried antibiotic resistant
bacteria (ARB) against the tested antibiotics. Fifty-five (17.7%) of the isolates were identified as target
microorganisms (high and critical priority pathogens of WHO list) and 58.2% (1 = 32) of them came
from WWTPs and collectors. Phenotypic and genotypic characterization showed that 96.4% were
MDR and resistance to penicillins/cephalosporins was the most widespread. The presence of bla genes,
KPC-type carbapenemases, mcr-1 and vanB genes has been confirmed. In summary, the presence
of clinically relevant MDR bacteria in the studied aquatic environments demonstrates the need to
improve surveillance and treatments of wastewaters from slaughterhouses, hospitals and WWTPs,
in order to minimize the dispersion of resistance through the effluents of these areas.

Keywords: WWTPs; collectors; rivers; antibiotic resistance bacteria; antibiotic resistance gene; ESBL

1. Introduction

One of the highest public health challenges worldwide is the increase in the number and types
of antimicrobial resistances (AMR) [1]. The use and misuse of antimicrobials in human medicine is
one of the main causes of this increasing problem, but inappropriate practices in intensive livestock
farms have also contributed to the alarming increase in antibiotic resistant bacteria (ARB) [2,3].
Antibiotics used in animal production with different purposes (therapeutically and prophylactically)
are finally disseminated through the environment. It has been estimated that about 75% of the
administered antibiotics is not absorbed by animals and is excreted via the feces or urine [4]. In this
sense, Garcia-Galdn et al., 2011 [5] reported the presence of emerging pollutants in the Ebro basin

Microorganisms 2020, 8, 1425; d0i:10.3390/microorganisms8091425 www.mdpi.com/journal/microorganisms
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ABSTRACT

The aim of this study was to determine the occurrence and patterns of resistance of extended-spectrum f-
lactamase (ESBL) producing Enterobacteriaceae in food products purchased in Navarra, northern Spain. A total of
174 samples of fish and chicken were analyzed from September 2015 to September 2016, including raw and
ready-to-eat products: trout (n = 25), salmon (n = 28), panga (n = 13), chicken nuggets and chicken scalopes
(n = 32), sushi (n = 31) and sliced cooked poultry (n = 45). Cefpodoxime-resistant strains were isolated on
ChromID ESBL agar and further phenotypic (antimicrobial study on MicroScan© NM37 panel) and genotypic
characterization (multiplex PCR, sequencing and multi-locus sequence typing, MLST) was performed to confirm
and characterize ESBL producers. Raw chicken and sushi have been determined as the most risky products
regarding transmission of ESBL-producing Enterobacteriaceae (occurrence 53.1% and 19.4%, respectively), while
sliced cooked poultry products appear to be a safe product in this aspect. With regard to raw fish, prevalence in
salmon was lower (3.6%) than in trout and panga (16.0%). Ninety-eight per cent of ESBL isolates (n = 50) show
multidrug-resistant profiles, highlighting the high resistances against quinolones and tetracyclines observed in
chicken isolates, as well as against ertapenem and chloramphenicol in sushi strains. Predominant [3-lactamase
type was SHV-12 (50.1%), followed by TEM-type (24.5%) and CTX-M (20.8%). In addition, CTX-M type was only
detected in chicken products. The phylogenetic study showed the prevalence of groups A (35%), F (25%) and B1
(15%), usually related to nonvirulent strains. MLST E. coli isolates (n = 20) were grouped into 5 clonal com-
plexes (CC) and 15 sequence types (ST), showing high clonal diversity. ST117 was the prevalent sequence type,
while the human pathogen ST131 was not detected in this study. The high prevalence of ESBL-producing
multidrug-resistant Enterobacteriaceae detected in products of widespread consumption such as chicken and
sushi, increases the concern regarding human exposure to superbugs and encourages the need to improve sur-
veillance of this public health issue.

1. Introduction

sources, such as foods (Denis et al., 2015; Ojer-Usoz et al., 2013;
Petternel et al., 2014; Rasmussen et al., 2015), water environments (Hu

During the last decade extended-spectrum [3-lactamase-producing
Enterobacteriaceae (ESBL-E) have become a major public health concern
because of the possible transmission of these bacteria to humans (Wang
et al., 2006). In fact, the number of infections caused by these bacteria
has increased throughout the world (Al-mayahie et al.,, 2016;
Ouedraogo et al.,, 2016; WHO, 2014). Furthermore, ESBL-E usually
exhibit co-resistance to multiple classes of antibiotics, increasing the
risk of clinical treatment failure.

In addition to clinical environments and healthy carriers (Villar
et al., 2013), ESBL-E producers have been isolated from a wide range of

* Corresponding author.
E-mail address: avitas@unav.es (A.L Vitas).

https://doi.org/10.1016/j.ijffoodmicro.2018.01.026

et al., 2013; Korzeniewska et al., 2013; Ojer-Usoz et al., 2014) and wild
and domestic animals (Alcald et al., 2016; Bogaerts et al., 2015).
Among other reasons, the wide dissemination of 3-lactam resistances in
different environments is related to the association of ESBL- and AmpC
encoding genes with mobile genetic elements (Schultsz and Geerlings,
2012), which facilitates the spread of resistances within intense bac-
terial communities, such as intestinal microbiota of livestock or was-
tewater treatment plants.

Poultry meat is considered an important reservoir of antibiotic re-
sistances and high prevalence of ESBL-E (especially E. coli) has been
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Abstract: Mobile genetic elements play an important role in the dissemination of antibiotic resistant
bacteria among human and environmental sources. Therefore, the aim of this study was to determine
the occurrence and patterns of integrons and insertion sequences of extended-spectrum (3-lactamase
(ESBL)-producing Escherichia coli isolated from different sources in Navarra, northern Spain. A total
of 150 isolates coming from food products, farms and feeds, aquatic environments, and humans
(healthy people and hospital inpatients), were analyzed. PCRs were applied for the study of class
1,2, and 3 integrons (intl1, intl2, and intl3), as well as for the determination of insertion sequences
(IS26, ISEcp1, ISCR1, and 1S903). Results show the wide presence and dissemination of intl1 (92%),
while intl3 was not detected. It is remarkable, the prevalence of intI2 among food isolates, as well
as the co-existence of class 1 and class 2 (8% of isolates). The majority of isolates have two or
three IS elements, with the most common being 1526 (99.4%). The genetic pattern 1S26-ISEcp1
(related with the pathogen clone ST131) was present in the 22% of isolates (including human isolates).
In addition, the combination ISEcp1-1S26-IS903-ISCR1 was detected in 11 isolates being, to our
knowledge, the first study that describes this genetic complex. Due to the wide variability observed,
no relationship was determined among these mobile genetic elements and (3-lactam resistance.
More investigations regarding the genetic composition of these elements are needed to understand
the role of multiple types of integrons and insertion sequences on the dissemination of antimicrobial
resistance genes among different environments.

Keywords: ESBL-producing E. coli; (3-lactamase genes; antimicrobial resistance; integrons;
insertion sequences

1. Introduction

Antimicrobial resistance (AMR) has become a public health problem, reaching alarming levels
in many parts of the world [1,2]. In recent years, resistances in the Enterobacteriaceae family have
increased significantly because of the extensive use of antibiotics in human treatment, veterinary,
and agriculture, leading to the selection and global spread of resistant clones [3,4]. In particular,
the dissemination of extended-spectrum (-lactamases (ESBLs) have increased dramatically in the
recent years, becoming a serious global threat [5,6].

Several genetic mechanisms have been involved in the acquisition and dispersion of antimicrobial
resistances. The commonly called “mobilome” [7,8] is composed of a variety of mobile genetic elements
(MGESs), including plasmids, transposons (Tn), insertion sequences (IS), integrons (intl), and introns.
Conjugation, transformation, and transduction are the main mechanisms for the horizontal transfer of
MGEs [9,10].

Int. ]. Environ. Res. Public Health 2018, 15, 2308; doi:10.3390/ijerph15102308 www.mdpi.com/journal/ijerph
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Abstract: One of the main public health problems nowadays is the increase of antimicrobial resistance,
both in the hospital environment and outside it (animal environment, food and aquatic ecosystems,
among others). It is necessary to investigate the virulence-associated factors and the ability of
horizontal gene transfer among bacteria for a better understanding of the pathogenicity and the
mechanisms of dissemination of resistant bacteria. Therefore, the objective of this work was to
detect several virulence factors genes (fimA, papC, papG 111, cnfl, hlyA and aer) and to determine the
conjugative capacity in a wide collection of extended-spectrum B-lactamases-producing E. coli isolated
from different sources (human, food, farms, rivers, and wastewater treatment plants). Regarding
virulence genes, fimA, papC, and aer were distributed throughout all the studied environments, papG
III was mostly related to clinical strains and wastewater is a route of dissemination for cnfl and hiyA.
Strains isolated from aquatic environments showed an average conjugation frequencies of 1.15 x 10~
+5x 107!, being significantly higher than those observed in strains isolated from farms and food
(p < 0.05), with frequencies of 1.53 X 107* + 2.85 x 10~* and 9.61 x 10~* + 1.96 x 1073, respectively. The
reported data suggest the importance that the aquatic environment (especially WWTPs) acquires for
the exchange of genes and the dispersion of resistance. Therefore, specific surveillance programs of
AMR indicators in wastewaters from animal or human origin are needed, in order to apply sanitation
measures to reduce the burden of resistant bacteria arriving to risky environments as WWTPs.

Keywords: virulence factor; antibiotic resistance; ESBL; wastewater; horizontal gene transfer

1. Introduction

E. coli is one of the main causative agents of gastrointestinal and extra intestinal infections. This
ubiquitous organism is a major element of the normal commensal microbiota in the human and animal
intestinal tract and it has been found in soil, food, water, and vegetation [1]. The ability of E. coli to cause
a variety of infectious diseases, such as sepsis, pneumonia, or urinary tract infections, is associated
with the expression of specific virulence factors (VFs). In addition, the multidrug resistance profile of
E. coli strains increases the risk of antimicrobial treatment failure in both humans and animals [2].

Resistance to antibiotics can occur by different processes, like the acquisitions of antimicrobial
resistance genes (ARGs) via horizontal gene transfer (HGT). Several genetic mechanisms have been
involved in the spread of ARGs, but conjugation is thought to have the greatest influence [3].
Furthermore, it has been reported that E. coli obtains antimicrobial resistance faster than other
microorganisms [4]. It is especially relevant regarding the increase of (3-lactam resistance in E. coli due
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Table S1.1. Characteristics of sampling points in rivers (north of Spain and south of France). Data
supplied by the Laboratory of Water and Environmental Health from University of Zaragoza.

Cattle Exploitations

Code River Location (country) Porcine Poultry Rabbits Ovine Bovine Equine Caprine
1_ASE Segre Lleida (Spain) X X - - - - -
2_ASE Noguera Ribagorzana Lleida (Spain) X X X - - - -
3 ASE  Clamor Amarga Huesca (Spain) X X X - X - -
4 ASE Cinca Huesca (Spain) X X X - - - -
5 ASE Alcanadre Huesca (Spain) X X - - - - -
6_ASE Flumen Huesca (Spain) X X X - X - -
7_ASE Géllego Zaragoza (Spain) X X - X - -
8 ASE Arba de Riquel Zaragoza (Spain) X - - X - - -
9 ASE  Aragon subordan Huesca (Spain) - - - X X X
10_ASE Aragon Navarra (Spain) X X - - - X -
11_ASE Irantzu Navarra (Spain) X X - - - X -
12_ASE Arakil Navarra (Spain) X X - X - X X
13 ASE Queies Zaragoza (Spain) X X - - - X -
14 ASE Alhama La Rioja (Spain) X X - - - X -
15_ASE Ega Navarra (Spain) X X - - X -
16_ASE Ega Navarra (Spain) X X - - - X -
17_ASE Arga Navarra (Spain) X X - X X X -
18 _ASE Arga Navarra (Spain) X X - X X X -
19 ASE Ebro Navarra (Spain) X X X - - X -
20_ASE Ebro Navarra (Spain) X X X - X -
21_ASC Bidasoa Navarra (Spain) X - - X - - X
22_ASC Bidasoa Navarra (Spain) X - - X - - X
23 ASA L Adour Pyrénées-atlantiques « i « i i «

- (France)
24 ASA Le Gabas Pyrénées-atlantiques « X i i i i i
(France)
25 ASA  La Garonne Haute-Garonne - X X - - - -
- (France)
26_ASA La Save Hautte-Garonne X X X - - - -
- (France)
27 ASA  LEchez Haute-Pyrenees X X . - . -
- (France)
28 ASA  LaBaise Haute-Pyrénées X X . - . -
- (France)

ASE: Surface water of the Ebro basin; ASC: Surface water of the Cantabrian basin; ASA / G: Surface water
of the Adour-Garonne basin.



Table S1.2. Characteristics of sampling points for sewage water in the Navarra Region. Data
supplied by the Laboratory of Water and Environmental Health from University of Zaragoza.

Code Sampling point Location Inhabitants Rlv_er Type of waste
receiver
29 ARDle  WWTP (influent) Estella 90.000 Ega Urban
30_ ARD1s  WWTP (effluent) Estella Ega Urban
31 ARD2e  WWTP (influent) Pamplona 550.000 Arga Urban
32_ARD2s  WWTP (effluent) Pamplona Arga Urban
33 ARD3e  WWTP (influent) Tudela 82 500 Ebro Urban
34 _ARD3s  WWTP (effluent) Tudela Ebro Urban
35 ARD4e  WWTP (influent) Bera 4.900 Bidasoa Urban
36 ARD4s  WWTP (effluent) Bera Bidasoa Urban
37_ARH Hospital collector Tudela - Ebro Hospital
38 ARM Slaughterhouse collector ~ Tudela - Ebro Slaughterhouse
39_ARM Slaughterhouse collector Bera - Bidasoa Slaughterhouse (ducks)

40 _ARM Slaughterhouse collector Murchante

- Ebro

slaughterhouse (rabbits’

ARDe: Discharge of wastewater entering the treatment plant; ARDs: Discharge of wastewater leaving the
treatment plant; ARH: Discharge of hospital wastewater; ARM: Discharge of slaughterhouse wastewater.

Table S1.3. Zone diameter breakpoints for the different antibiotics tested.

Zone diameter breakpoints (mm)

Antibiotic Microorganism Guideline
S I R
Cefotaxime >26 23-25 <22
Ceftazidime >21 18-20 <17
Ceftriaxone >23 20-22 <19
Aztreonam >21 18-20 <17 .
Amox-clavulanate > 18 14-17 <13  Enterobacteriaceae  CLSI
Ertapenem >22 19-21 <18
Imipenem >23 20-22 <19
Meropenem >23 20-22 <19
Ertapenem ND ND ND
Imipenem >19 19-18 <15 P. aeruginosa CLSI
Meropenem >19 19-18 <15
Ertapenem ND ND ND
Imipenem >22 19-21 <18 A. baumanii CLSI
Meropenem > 18 15-17 <14
Cefoxitin >22 - <21 S. aureus CLSI
Antibiotic I\S/“C Breakp(l)mts (ug/mLR) Microorganism Guideline
Colistin <2 - >2 Enterobacteriaceae  EUCAST
Vancomycin <4 8-16 >32 .
Teicoplanin <8 16 >32 E. faecium CLSI




Table S3.1. Antimicrobial profiles of ESBL-producing E. coli according to their origin

Origin of Strains

Family Antibiotic*  Hospital Healthy WWTPs Farms and
. . . Food
inpatients people and rivers Feeds
AMP 100 92.3 100 100 100
Penicillin PIP 100 76.9 100 100 100
MZ 100 84.6 100 100 100
Cz 100 92.3 100 100 100
CXM 100 92.3 100 100 100
CPD 100 92.3 100 100 100
Cephalosporin CTX 100 84.6 100 100 100
CAZ 100 92.3 97 100 95
FOX 8.3 7.6 3 4.2 20
FEP 97.2 84.6 97 100 100
Monobactams AZT 100 84.6 97 100 100
AMC 47.2 23 6 4.2 10
B-lactamase inhibitor AMS 100 46.1 69 41.6 65
TZP 25 0 0 21 0
ETP 0 0 0 2.1 0
Carbapenem MER 0 0 0 2.1 0
IMP 0 0 0 2.1 0
AK 2.7 0 0 0 0
Aminoglycosides GM 445 7.6 24.2 8.3 10
TO 61 7.6 18.2 4.1 10
LV 69.5 53.8 27.3 39.5 65
Quinolones CIP 69.5 7.6 33.3 60.4 70
MXF 69.5 53.8 30.3 64.5 90
Tetracvcline TET 80.5 30.7 75.7 91.6 90
y TIG 0 0 0 2 0
COL 22.2 15.4 30.3 6.2 15
SXT 80.5 46.1 39.3 41.6 35
Others FOT 8.3 7.6 0 2 25
FM 0 0 0 8.3 0
CHL 16.6 0 12.1 31.2 10

TAmpicillin, AMP; piperacillin, PIP; mezlocillin, MZ; cefazolin, CZ; cefuroxime, CXM; cefpodoxime, CPD;
cefotaxime, CTX; ceftazidime, CAZ, cefoxitin, FOX; cefepime, FEP; aztreonam, AZT; amoxicillin clavulanic
acid, AMC; amoxicillin sulbactam, AMS; piperacillin tazobactam, TZP; ertapenem, ETP; meropenem, MER;
imipenem, IMP; Amikacin, AK; gentamicin, GM; tobramycin, TO; levofloxacin, LV; ciprofloxacin, CIP;
moxifloxacin, MXF; tetracycline, TET; tigecycline, TIG; colistin, COL; trimethoprim sulfamethoxazole, SXT;
fosfomycin, FOT; nitrofurantoin, FM; chloramphenicol, CHL.



Table S3.2. Phenotypic and genotypic characteristics of isolates from hospital inpatients (n=36)

MLST Integrons Insertion Sequence
Ne° fB-lactamase genes Phylogroup  Sequence Clonal intl1 intl2 ISEcpl 1526 15903 ISCR1
type (ST) complex (CC)

1 bla crss b1a oxas B2 ST838 ST131 r - - 1+ -
2 bla crx.m-14, P12 TEM-42 A ST453 ST86 + o+ + + + -
3 bla crxans, blarems D ST563 ST398 -+ 41 -
4 bla crxm-15 bla Temaz B2 ST3329 ST131 + - + + + -
5 bla crxm-14 Dlatema A ST98 ST10 + o+ + + + -
6 bla crxuss Bl Tema B2 ST3329 ST131 -+ .
7 bla ctxm-15, bla oxat D ST648 ST648 + - + + + +
8 bla crxamas: bla oxas B2 ST3213 ST131 T -
9 bla crx.m-1: bla crxm-14: DlaTemsz D ST867 ND + - + + + +
10 bla crxmis bla cryanss blarems Bl ST448 ST448 + - + o+ -
11 bla crxm-15 bla oxat B2 ST3213 ST131 + - - + + -
12 bla crxv.1s Plaoxas B2 ST2704 ST131 + - - + + R
13 bla crxm.1s blatems, blaoxas D ST405 ST405 + - - + + -
14 bla crxamas: bla oxas B2 ST3878 ST131 T :
15 bla crxm-15 PlaTem, bl oxad D ST405 ST405 + - - + + -
16 blatgm.1, blaspy.1 A ST617 ST10 + - + + + +
17 bla crymas: blaTems D ST648 ST648 - - .
18 bla crsnas b1a oxas D ST72 ST405 - -+ -
19 bla crx.m-14: bla oxat B2 ST73 ST73 + - + + -
20 bla crxm-15 bla oxa B2 ST3878 ST131 + - + + -

21 bla crxm-14bla crxmas blatema A ST617 ST10 + - + + + -
22 bla crym-14. Bl cTxmas, blatems D ST69 ST69 + - + + + +
23 bla crxm-15 bla tema D ST405 ST405 + - + + + +
24 bla crsnis blaTemy A ST410 ST23 -+ 4+ +
25 bla crxamas: bla oxas D ST648 ST648 -+ 4 x -
26 bla crycmas: 012 oxas B1 ST94 ST448 + - -4 4 .
27 bla crxnnia D ST405 ST405 .-+ x .
28 bla crxu1s DA e B2 ST95 ST95 + -+ o+ g -
29 bla crxm-15 blatema D ST393 ST31 + - + + + +
30 bla crxaas: blaTema B2 ST838 ST131 .-+ x -
31 blacrxma blacrxmaa D ST685 ND + - + + + +
32 bla crym-14: Bl cTxmoss D ST4849 ND + - + + + +
33 bla crx.m-15, bla tem.a, Dla oxat B2 ST4354 ST131 + - + + + -
34 bla crypas blaTems B2 ST3213 ST131 - -+ .
35  blacrxmeia blacrxaas blatem1, blashyvas A ST410 ST23 + - + + -
36 bla crx.m-14, Pla TeEMma A ST617 ST10 + - + + + -

ND: Not detected



Table S3.3. Phenotypic and genotypic characteristics of aquatic isolates included in the study

(n=33)
MLST Integrons Insertion Sequence
N°  Source! B-lactamase genes Phylogroup tSye;eueégf;re; com;lg:gz |CC) Pl intl2 ISEcpl 1S%6 15903 ISCRI
1 WWTP bla o1yt Bl ST616 ST155 -+ 4 - }
2 WWTP  blacrymis blaoxas A ST617 ST10 -+ ;
3 WWTP bla crymas B2 ST3264 ND? -+ -
4 WWTP bla cryms B1 ST906 ND -+ 4+ -
5 WWTP lacrymas blatevs blaoxa Bl ST4764 ND -+ .
6 WWTP  blacrsms blarevs D ST57 ST350 -+ .
7 WWTP bla crymas D ST950 ND -+ 4 -
8 WWTP bla crxm-ia A ST615 ST46 + - + + -
9 WWTP bla cryms A ST93 ST168 -+ o+ .
10 WWTP bla cryms D ST69 ST69 - s .
1 Wwrtp bla crxv-14) blaTem A ST167 ST10 + - + + - -
12 WWTP bla cryma B1 ST162 ST469 -+ o+ o+ .
13 WWTP bla oyt A ST615 ST46 - - e+ ;
14 wwrtp bla rem-2, bla shyaz A ST611 ST156 + - + + + -
15 WWTP bla ety B1 ST446 ST446 -+ 4 -
16 WWTP  blacrymas blarews D ST686 ND -+ x4 )
17 R bla crxm-1, blatema D ST906 ND + - + + - -
18 R bla crxns D ST3843 ND o+ ]
9 R bla eyt D ST949 ND - e ]
20 WWTP bla crx .14 D ST398 ST398 + - + + + -
21 WWTP  blacrymas blaoxas D ST4764 ND -+ o )
2 WWTP bla cryms D ST469 ST469 -+ 4 -
23 WWTP bla crymss A ST3065 ND -+ 4+ .
24 R bla crxans, blarevs B1 ST1285 ND -+ 4 -
% R bla cryms D ST315 ST38 -+ 4+ -
2% R bla 7y, blaTevas A ST98 ST10 -+ )
27 R bla crypmas: blaTems B1 ST4212 ND oo - + o+ -
28 R bla cryps blaTems A ST3530 ND T .
29 R bla g1z B1 ST1196 ND - + o+ .
30 R bla crym-1s, blaTems A ST4972 ND + - + + + +
31 R bla crxu1s D ST915 ND -+ ]
32 R bla crxmeia A ST615 ST46 + - + + + -
33 R bla crymaa A ST615 ST46 - s .

LR: river; WWTP: wastewater treatment plant 2ND: Not detected



Table S3.4. Phenotypic and genotypic characteristics of isolates from food (n=48).

MLST Integrons Insertion Sequence
N°  Source! B-lactamase genes Phylogroup tsjseuig'cfj Com(;l'::i'cc) intll  intl2 ISEcpl 1S26 1S903 ISCR1
1 C bla crxm-14 D ST648 ST648 + + + + + -
2 P bla crym-14 A ST615 ST46 - - - + + -
3 C bla crxm-14 BlaTEM1 A ST615 ST46 + - + + + -
4 C bla eyt B1 ST155 ST155 + - + + + -
5 C bla ey B2 ST604 ST101 + - + + + -
6 P bla cryma B1 ST179 ST155 + - + + - -
7 P blatemaz B1 ST776 ND - - - + + -
8 C blatem.1, blaspy.12 D ST880 ND + - - + - -
9 B bla crx.m-14: PlaTeMa2 B2 ST883 ND + - + + - -
10 B bla cry1a B1 ST776 ND + + + + - -
1 B bla eyt D ST880 ND + - + + + -
12 B bla cryma D ST57 ST350 + + + + -
3 C bla o1y D ST349 ST349 + - + + -
14 B bla crym.1a B1 ST448 ST448 + - + + -
15 B blatemss B1 ST179 ST155 + - - + -
16 B bla eyt A ST373 ST168 + - + + - -
17 P bla crymaa b1aTeEma A ST44 ST10 + - - + + -
8 C bla cry.mia B2 ST619 ST101 + + + + - -
19 P bla ey D ST955 ND + - - + -
20 P bla crymaa 012 TEML2 D ST648 ST648 + - + + -
21 P bla crym-14 A ST453 ST86 - - + + -
22 C bla crxm-s, blatemar A ST43 ST10 + - + +
23 C bla cryms blaTemas B1 ST179 ST155 + - - + -
24 Cc bla crxm-1a A ST4402 ND + - + + + -
25 C bla 1y A ST98 ST10 + - + - -
26 B bla crx.ms blatema B1 ST949 ND + - - + - -
27 C bla ety blaTemas D ST844 ND + - - + - -
28 C bla gpy.12 A ST6648 ND + - - + - -
29 C bla eyt F ST117 ND + - + + - -
30 C blatemi 171, bla vz B1 ST101 ST101 + - - + - -
31 C bla crxma C ST23 ST23 + - + + + -
2 C bla sy F ST2085 ND + - - + - -
33 C blatemo7s blashv.ae ND ST2599 ND + - - + + -
34 C bla cryma A ST373 ST168 + + + + -
35 C blatemii71 b2 shva2 ND ST2062 ND + - + + -
36 C bla gpv.12 F ST354 ST354 + - + + -
37 C bla sy Clade lor Il ST23 ST 23 + - - + - -
38 C bla gpv.12 A ND ND + - - + - -
39 C bla gpv.12 A ST665 ND + + - + - -
0 C blatemii71, 012 shya2 F ST354 ST35 + - - + + -
41 C bla crxm-1, bla spveas A ST93 ST168 + + + + + -
42 C blatemi 171, bla vz B1 ST937 ND + - - + + -
43 C blatema71, bla spvaz A ST10 ST10 + + + + + -
4 C bla sy F ST117 ND + - - + + -
45 C bla crym.1a F ST117 ND - - - + +
46 C ND? B1 ST1524 ND + - - + +
47 C  blacrxas blatemiars, bla sy, A ST6094 ND + - - + + -
48 C blatemo7s B1 ND ND + - + + + -

1 B: beef; P: pork; C: chicken 2 ND: Not detected



Table S3.5. Phenotypic and genotypic characteristics of isolates from farm origin included in the
study (n=20)

MLST Integrons Insertion Sequence

N° Source® B-lactamase genes Phylogroup  Sequence Clonal

type (ST)  complex (CC) intll intl2 1SEcpl 1S26 1S903 ISCR1

1S blaen, bla sny.s B2 ST359 ND - R PR -
2 S bla crxm-L blatems B2 ST3333 ND + - + ¥ + _
3 s bla crsanser b1a Tens A ST10 ST10 vo- o+
4 S bla crxma blateman A ST10 ST10 + - + + + -
5 S bla cryv1, blaTema A ST88 ST23 + - + + - -
6 S blacrxm1. blaTtemaz A ST88 ST23 + - + + + -
7 S bla crym-4: BlaTem B2 ST610 ND + - + + - -
8 S rxmublarewy blagwbla B2 ST891 ND -+ )
9 s bla spp.10 B2 ST878 ND .. + - )
10 S bla crx.m-14 B2 ST883 ND + - + + - -
1 s bla i B2 ST883 ND + - + - .
2 s bla cryn1s, blaTema A ST617 ST10 - -+ 4
13 S bla cry.m1 B2 ST619 ST101 + - + + - -
14 S lacrxmy blatemen blasns A ST373 ST168 -+ )
15 F bla ety B1 ST3561 ND - v+ ;
6 F bla ety B1 ST602 ST446 - e e )
17 F bla ey B1 ST446 ST446 vo- o+
18 F bla crsns B1 ST446 ST446 -+ .
19 F bla crscaie A ST88 ST23 - e )
20 F bla crym-4, bla TEML171 C ND? ND + - - + + -

1S: farm soil; F: feed 2 ND: Not detected

Table S3.6. Phenotypic and genotypic characteristics of isolates from healthy people (n=13)

MLST Integrons Insertion Sequence
Sex'/age
N range? p-lactamase genes Phylogroup tsyeseuigi‘; com(;:gza(lc o M1 N2 ISEcPL 1526 1S903 ISCR1
1 Myo65 bla ctxm-14: bla TEM-116 B1 ST971 ND + - + + N
2 Femg bla crscu1a blaTemts A ST2404 ND + - + o+ +
3 Fig.40 bla crxm-1, Platemian D ST38 ST38 + - + + -
4 Fis40 bla crxv.1, blaremian ND ND ND + + + + -
5 Mg 40 bla c1xm-14: Pla c7xm-150 PlaTemLa71 B2 ST131 ST13 + - + + - -
6 Fig40 bla crxm-14 A ND ND + - + + - -
7 Fig40 blaremia7 A ND ND + - + + - -
8 Mao65 bla crxm-s: bla temean B2 ST131 ST131 + - + + - -
9 Mg bla crxcans blaTemLi B2 ST131 ST131 + - o+ .
10 Mg bla crxcu1s B2 ST131 ST131 + - v+ -
1 Meg bla crsanaa B2 ST3483 ST131 + - + o+ -
12 Fs.1g bla crxm-15 C ND ND + - + - -
13 Fes ND? D ND ND + - + - -

1F: Female; M: Male 2ND: Not detected
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Figure S4.1. Phenotypic and genotypic characteristics of isolates from clinical cases (n
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Figure S4.3. Phenotypic and genotypic characteristics of isolates from aquatic

environments (n
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Figure S4.4. Phenotypic and genotypic characteristics of isolates from food (n=48)
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Figure S4.5. Phenotypic and genotypic characteristics of isolates from farm origin (n
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1S: farm soil; F: feed

2 Conjugation frequencies: Average of three independent experiments






