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La relaciéon entre resistencia y virulencia en el mundo micro-
biano no puede reducirse a una simple consideracién que englobe
conclusiones globales y generales. De hecho, cuando se profun-
diza en el andlisis de esta relacién hay que tener en cuenta todos
los factores posibles, que incluyen principalmente la propia espe-
cie bacteriana implicada, el mecanismo de resistencia y virulencia
que se considera, el nicho ecolégico y el propio huésped que sufre
la infeccién. Todo esto ha sido discutido y revisado en profundi-
dad de manera reciente por Beceiro et al.!. Si bien, con algunos
antibiéticos y patégenos concretos, el impacto de la resistencia
sobre la virulencia es claro y practicamente inequivoco. Tal es el
caso de la resistencia a la penicilina del neumococo? y su impacto
disminuyendo o atenuando su virulencia sobre el huésped; en
otros, que son la mayoria, esta relacién es mas compleja y obliga a
abordarla de otro modo.

Citemos algunos ejemplos significativos. Mecanismos de resis-
tencia a los antibiéticos muy similares desde un punto de vista
mecanistico causan efectos distintos, incluso algunas veces antag6-
nicos en la virulencia o en el coste biolégico de la bacteria. Valgan
los experimentos realizados por Fernandez et al.?, que demuestran
que el efecto que distintas 3-lactamasas causan sobre el coste bio-
l6gico en un mismo huésped (en condiciones isogénicas) es distinto
seglin la clase molecular del enzima (clase A, B, Co D), a pesar de su
similitud funcional, que es conferir resistencia a los (3-lactamicos.
En otras palabras, no todas las 3-lactamasas tienen un impacto
idéntico sobre la virulencia (medido como coste biolégico) de la
bacteria en las condiciones ensayadas. Otro ejemplo son los siste-
mas de expulsiéon activa o bombas de extrusiéon que pertenecen a los
sistemas transportadores de la familia RND. Estos sistemas pueden
expulsar no solo antibiéticos, sino también compuestos antimicro-
bianos producidos por el huésped, tal y como acidos biliares, acidos
grasos, detergentes, péptidos antimicrobianos, etc., que ayudan al
microorganismo a defenderse durante el proceso de colonizacién e
infeccién. Asi, la eliminacién del sistema AcrAB-TolC en Enterobac-
ter cloacae no solo disminuye la resistencia a los antimicrobianos de
la propia bacteria sino que también atenda la virulencia de la misma
cuando se ensaya en un modelo de infeccién sistémica murino®. Sin
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embargo, la eliminacién del mismo sistema AcrAB-TolC en Yersina
pestis no se observa que cause un efecto en la virulencia bacte-
riana medida como impacto en la colonizacién sobre los tejidos del
huésped’.

En definitiva, son 2 ejemplos que demuestran como practica-
mente idénticos mecanismos de resistencia a antibiéticos (desde
un punto de vista funcional) pueden tener consecuencias distintas
sobre el coste biolégico o la virulencia bacteriana, bien sea a través
del mismo o distinto huésped en los 2 ejemplos comentados. Ello
obliga, tal y como he comentado anteriormente, a estudiar la rela-
cién resistencia-virulencia (el impacto de un evento sobre el otro)
en el mundo microbiano, como una red mas compleja de interac-
ciones donde habra que considerar no solo el tipo de mecanismo
de resistencia y virulencia en cuestién, sino también la especie bac-
teriana, el nicho ecolégico y el huésped.

Mencién especial merecen los llamados clones de alto riesgo
(high-risk-clones [HRC]), descritos recientemente y diseminados a
lo largo del mundo. Estarian considerados como clones derivados
bien de animales bien de humanos, resistentes a diversos anti-
biéticos y que portarian distintos factores de virulencia. Serian
prototipos de relacién directa y positiva entre resistencia y viru-
lencia, en definitiva, «clones exitosos» seleccionados y diseminados
entre la poblacion mundial. De manera simplista, podriamos
catalogarlos como clones bacterianos resistentes, virulentos vy,
posiblemente, epidémicos o con alta capacidad de supervivencia.
Citamos como ejemplos, entre muchos otros, el Enterococcus fae-
cium complejo clonal 17 (CC17)8, asociado ala mayoria de los brotes
hospitalarios, resistente a ampicilina y quinolonas y caracterizado
por la presencia de una posible isla de patogenicidad; o el clon
Escherichia coli ST131 (025:H4) productor de CTX-M diseminado
a lo largo del mundo y con genes de virulencia en plasmidos del
grupo IncFII (pEK499)7; o el ribotipo NAP1/027 de Clostridium diffi-
cile hipervirulento y resistente a quinolonas que hiperproduce una
serie de toxinas entre varios otros factores de virulencia®.

Entre multiples causas, un aspecto facilitador que explicaria la
emergencia de estos HRC seria el fenémeno de co-selecciéon de
plasmidos hibridos que portan genes de resistencia y virulencia
de manera concomitante. Como ejemplo, el género Salmonella.
Algunos plasmidos de virulencia, que son muy frecuentes en infec-
ciones humanas, tal y como pSEV en S. enterica serovar Enteriditis o
pLSTy pSTV en S. enterica serovar Typhimurium, portan una regién
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conservada de 7,8 kb con los genes spv (Salmonella plasmid viru-
lence) y otros genes de virulencia. Se ha demostrado que entre el
7-8% de los aislados resistentes a ampicilina de S. enterica serovar
Typhimurium en el Reino Unido y en Espafia portan el plasmido
hibrido de resistencia y virulencia pUO-StVR2, el cual es un deri-
vado del plasmido pSTV tras la adquisicién de una region de 45 kb
incluyendo el integrén de clase1 InH con genes de resistencia al
menos a 5 familias distintas de antimicrobianos®. Seria pues otro
ejemplo donde resistencia y virulencia se relacionan entre si de
manera directa y positiva, en este caso en Salmonella.

S.enterica sigue siendo una de las primeras causas de brotes
de toxiinfeccién alimentaria. Enteriditis y Typhimurium son las
serovariedades de S.enterica subespecie enterica (S.Enteriditis y
S. Typhimurium, respectivamente) mas prevalentes en el ambito
clinico, representando mas del 80% de los aislados obtenidos.

En el presente nimero de EIMC, Maria de Toro et al. analizan
la resistencia a antibiéticos y factores de virulencia en aislados
clinicos de S.enterica. Los investigadores estudiaron 114 casos
(uno por paciente) de S. enterica (periodo 2009-2010) aislados de
7.606 coprocultivos procesados en el Laboratorio de Microbiolo-
gia del Hospital Clinico Universitario Lozano Blesa de Zaragoza.
Los aislados se identificaron mediante pruebas bioquimicas y el
serotipado mediante el estudio del antigeno somatico O (lipopo-
lisacarido) y de los antigenos flagelaresH (proteinas) siguiendo
el esquema de Kauffmann y White. Estudiaron la sensibilidad
a 20antibidticos, asi como la deteccién molecular de genes de
resistencia implicados en resistencia a [3-lactamicos, tetraciclina,
aminoglucésidos, sulfamidas, trimetoprim, cloranfenicol y quino-
lonas. También el entorno genético de los genes sul2 y sul3 mediante
PCR y secuenciacion. Finalmente, realizaron la caracterizacién de
integrones, la deteccién y caracterizacién de la Isla Genémica de
Salmonella (SGI1), asi como de 29 genes de virulencia.

Entre los 114 aislados de Salmonella estudiados se identificaron
113 aislados de S. enterica subesp. enterica, siendo los serotipos
Typhimurium (n=70)y Enteriditis (n = 18) los mayoritarios. El resto
fueron serotipos diversos minoritarios. Observaron un alto porcen-
taje de resistencia a sulfamidas (68%), tetraciclina (58%), ampicilina
(AMP) (55%) y estreptomicina (46%) en los 114 aislados, siendo los
mayores porcentajes de resistencia entre los aislados del serotipo
Typhimurium con la excepcién del acido nalidixico, cuya resis-
tencia era mayor en el serotipo Enteriditis. De manera concreta,
considerando Gnicamente los 63 aislados AMPR, se encontraron
altos porcentajes de co-resistencia a sulfamidas (94%), tetraci-
clina (90%) y estreptomicina (76%) asi como a cloranfenicol y
amoxicilina-clavulanico (38%). Se detect6 el fenotipo ACSSuT (resis-
tencia a ampicilina, cloranfenicol, estreptomicina, sulfamidas, y
tetraciclina) en el 30% de los aislados de S. enterica AMPR, y no se
detectaron los fenotipos BLEE y/o AmpC en toda la coleccién. Todos
los aislados permanecieron sensibles a cefoxitina, cefotaxima, cef-
tazidima, cefepima, amikacina, y ciprofloxacino.

Cuando analizan de manera mas concreta los genes de resis-
tencia detectados en los 63 aislados de S.enterica AMPR,el mas
frecuente fue blargy.q (40 aislados, 64%), seguido de bla psg_q
(13 aislados, 21%) y blagxa-1 (8 aislados, 13%); destacando que
en los aislados AMPR-AMC!R (n=24) el gen mas frecuentemente
detectado fue bla psg1 (13 aislados, 54%) seguido de blagya-1 (8 ais-
lados) y blatgy. (3 aislados). Acentuar también que se encontraron
distintas asociaciones/combinaciones de genes de resistencia aso-
ciadas con el fenotipo ACSSuT detectado en 18 aislados de S. enterica
AMPR, y que ningtin aislado de S. enterica analizado amplificé gnrA,
qnrB, qnrS, qepA, 0gxAB ni aac(6')-1b-cr. Respecto a las estructuras
que albergaban los genes de resistencia, 30 aislados de S. enterica
AMPR (48%) amplificaron el gen intl1, sin embargo no se detectaron
integrones de clase 2 o 3. Se observaron 7 estructuras distintas de
integrones de clase 1. Los 13 aislados de S. Typhimurium blapsg_1-
positivos mostraron 2 integrones, con regiones variables de 1.000 y

1.200 pb, que albergaban los genes aad? y blapsg_1, respectivamente.
En relacién con la resistencia a sulfamidas, un total de 59 aislados
(94%) con fenotipo AMPR presentaron resistencia a sulfamidas, en
los que se detectaron los genes de resistencia sull, sul2, y sul3, asi
como distintas combinaciones entre ellos.

En relacién al estudio de los marcadores de virulencia de los
aislados estudiados, los 13 aislados de S.Typhimurium blapsg_1-
positivos mostraron el fenotipo de multirresistencia ACSSuT
asociado con los genes blapsg_1, floR, aadA2, sull y tet(G), y pre-
sentaban el doble integrén de 1.000 y 1.200 pb. Toda esta zona de
resistencia se encontré junto con las uniones a cromosoma en la
estructura de SGI1, detectada mediante PCR y secuenciacién en
los 13 aislados. Todos los aislados blapsg_.1 fueron positivos para:
a)los genes albergados en las islas de patogenicidad SPI1-SPI5;
b)los genes codificados en el cromosoma (phoP/Q, hin/H2, iroB,
slyA, sodC1, sopE2 y bcfC), y c) para los genes plasmidicos spvC, rck,
pefA, pefB, pefCy pefD. Todos los aislados se agruparon en un Ginico
perfil de virulencia avrA-ssaQ-mgtC-spi4D-sopB-sodC1-spvC-bcfC.
Mediante PFGE, los 13 aislados blapsg_1-positivos se clasificaron
como cepas clonalmente relacionadas.

Amoxicilina-clavulanico, cefalosporinas de tercera generaciéony
fluoroquinolonas son las opciones terapéuticas para el tratamiento
deinfecciones graves por S. enterica. Por ello, el estudio de los meca-
nismos de resistencia a estos antimicrobianos son, a priori, los mas
interesantes si se quiere intuir o predecir de cara al futuro larelacién
entre resistencia y virulencia en esta bacteria de importancia cli-
nica. La resistencia a fluoroquinolonas resulta bastante infrecuente
en S.enterica debido posiblemente al alto coste biolégico para la
bacteria’, porlo que cabria esperar en el futuro una escasa aparicién
de cepas altamente virulentas y a su vez resistentes a quinolonas.
No seria descartable, sin embargo, la aparicién de mutaciones com-
pensatorias que de alguna manera favorecieran esta asociacién de
manera positiva, cambiando el escenario actual a medio plazo.

En S. Typhimurium, el fenotipo ACSSuT ha sido frecuentemente
asociado ala presencia de SGI1, que contiene los genes bla psg_1, floR,
aadA2, sull y tet(G)'°, aunque en el trabajo que comentamos solo 13
de 19 aislados con fenotipo ACSSuT presentaron el gen blapsg_. Es
importante destacar también que las 13 cepas de S. Typhimurium
blapsg_1-positivas estaban clonalmente relacionadas, y sus patrones
de PFGE eran coincidentes con los de aislados procedentes de otros
hospitales espafioles, incluso geograficamente lejanos, y coinciden-
tes con el tipo de secuencia ST19 (complejo clonal CC19)'". Resaltar
finalmente que todas ellas mostraron el mismo perfil de virulencia
con alta homogeneidad en cuanto a la presencia y la estructura de
la SGI1. En estas cepas, la relacién entre resistencia y virulencia,
directa y positiva en este caso, proviene de la co-seleccién de estos
genes de resistencia y virulencia en la misma isla genémica de Sal-
monella de tipo 1 (SGI1) mas que de otra posible consideracién
biolégica.

Nos encontramos, por tanto, con un clon en el que convergen
distintos parametros microbiolégicos de interés, como alta clona-
lidad, baja o nula variacién en SGI1, una alta proporcién de genes
de virulencia y resistencia concomitantes y una posible alta dise-
minacién, al menos en nuestro territorio nacional. Habria que estar
pues atento a la posible emergencia y diseminacion de un clon de
alto riesgo (high risk clon) de S. Typhimurium en nuestro pais.
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