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5. DISCUSSIÓ 

 

En atenció als objectius d’aquest treball, aquest apartat s’ha dividit en 

dues parts, en les quals es discuteixen els resultats més remarcables 

obtinguts en l’estudi de les soques d’E. coli i de S. typhimurium, 

respectivament. 

 

PART A. Escherichia coli 

 

 L’estudi de les mutacions associades amb la resistència a quinolones 

en E. coli s’ha realitzat determinant les mutacions presents en la regió QRDR 

tant del gen gyrA com del gen parC, els quals codifiquen les dianes primàries 

d’acció d’aquests antimicrobians (Yoshida et. al., 1988; Yoshida et al., 

1990a; Vila et al., 1994; Khodursky et al., 1995; Heisig, 1996; Vila et al., 

1996; etc.). Per a realitzar aquest estudi s’ha desenvolupat i posat a punt un 

mètode que parteix de colònies de les soques a analitzar, les quals 

s’hibriden amb sondes específiques. Les sondes emprades detecten els 

codons salvatges Ser83 (E.coliSer83) i Asp87 (E.coliAsp87), així com la 

mutació majoritària Ser83 → Leu (E.coliLeu83) en el gen gyrA i els codons 

salvatges Ser80 (E.ParCSer80 i E.ParCSer80(T)) i Glu84 (E.ParCGlu84) en 

el gen parC d’E. coli. 

 

 L’elevada especificitat i sensibilitat de les sondes E.coliSer83 i 

E.coliLeu83 (Taula 4.15) ha permès separar les soques d’E. coli en dos 

grups, salvatges i mutants en el codó 83 del gen gyrA, i a més a més 

identificar els mutants Ser83 → Leu. L’elevada especificitat d’aquestes 

sondes és deguda a que pràcticament totes les soques de seqüència 

coneguda hibriden correctament amb les dues sondes. La soca d’origen 

humà EC-469, aïllada d’una mostra d’orina intrahospitalària l’any 2000, va 

donar resultats negatius en totes les hibridacions realitzades. Això és degut a 

que presenta la mutació Ser83 → Ala. Per altra banda, el 88,89% de 

sensibilitat de la sonda E.coliSer83 es deu a que dues soques, EC-1 i EC-

390, no van hibridar segons s’esperava amb aquesta sonda. Així, les dues 
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són salvatges en el codó 83, però la EC-390, aïllada de porc l’any 1999, 

hibrida amb la sonda E.coliLeu83, mentre que la EC-1, soca de col·lecció 

procedent del Laboratori de Sanitat Animal, no hibrida amb cap de les dues 

sondes. Els resultats obtinguts semblen indicar que una única mutació en el 

codó 84 (Ala84 → Ser) no impedeix la hibridació correcta de les dues 

sondes, mentre que una mutació addicional en el codó 85 dóna lloc a una 

manca d’hibridació. Així, les soques EC-27 i EC-59, aïllades de porc l’any 

1997 i de conill el 1996, respectivament, que tenen una mutació en el codó 

84 a més de la del 83, hibriden correctament, mentre que la soca EC-1, que 

conté mutacions silencioses en els codons 84 i 85, com ja s’ha indicat, no 

hibrida amb cap de les dues sondes. Finalment, cal també assenyalar que 

tres soques (EC-32, EC-54 i EC-435) que tenen una seqüència salvatge 

hibriden amb les dues sondes, fet que també contribueix a que l’especificitat 

de la sonda E.coliLeu83 sigui inferior al 100%. 

 

 De la mateixa manera, a partir de la hibridació amb la sonda 

E.ParCGlu84 s’han pogut identificar les soques salvatges i els mutants en el 

codó 84 del gen parC. Només 5 soques de 30 salvatges en aquesta posició 

no hibriden amb la sonda E.ParCGlu84, però la majoria d’aquestes han 

donat també problemes d’hibridació amb altres sondes, que es poden 

atribuir, probablement, a la llisi cel·lular deficient o bé a una baixa eficiència 

de la transferència i fixació del DNA al filtre. 

 

 Pel contrari, la baixa especificitat i sensibilitat de la sonda E.coliAsp87 

(Taula 4.15) no ha permès una acurada separació de les soques mutants i 

salvatges en el codó 87 del gen gyrA, malgrat s’han modificat diferents 

condicions experimentals, com el temps de llisi de les cèl·lules o el temps i la 

temperatura d’hibridació. Aquests resultats podrien explicar-se per l’elevada 

variabilitat que s’ha trobat en la seqüència del codó 87 i també en la dels 84 i 

85 del gen gyrA (Taula 4.10), la qual sembla afectar a una hibridació correcta 

de la sonda E.coliAsp87. En aquest sentit, cal indicar que de les 24 soques 

que són salvatges en el codó 87 i presenten una mutació silenciosa en el 

codó 85, 17 d’elles hibriden correctament amb la sonda i d’entre els 7 que no 

hibriden 3 contenen també una mutació en el codó 84. Igualment, dels vuit 
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mutants que hibriden amb la sonda E.coliAsp87, quatre presenten també 

una mutació silenciosa en el codó 85. 

 

 De la mateixa manera, la hibridació amb les sondes E.ParCSer80 i 

E.ParCSer80(T), que hibriden amb els codons salvatges AGC i AGT, 

respectivament, de la Ser80 del gen parC, tampoc ha permès una bona 

identificació de les soques salvatges i mutants en aquesta posició, si bé els 

resultats han estat força millors que els comentats anteriorment per a la 

sonda E.coliAsp87. Les dues sondes salvatges per a la posició 80 del gen 

parC presenten un grau d’especificitat molt elevat (Taula 4.15), a diferència 

del que presenta la sonda E.coliAsp87, el que permet considerar la 

hibridació positiva amb alguna d’aquestes dues sondes com un resultat amb 

un alt grau de fiabilitat. Pel contrari, la sensibilitat d’aquestes dues sondes és 

inferior a la de la sonda E.coliAsp87, però la combinació dels resultats 

obtinguts a partir de la hibridació amb les dues sondes salvatges per a la 

posició 80 del gen parC ha servit per a determinar la presència o no d’una 

mutació en aquesta posició amb un cert grau de fiabilitat. Donada la baixa 

variabilitat detectada en aquesta regió, pot suggerir-se la formació de 

determinades estructures secundàries en la regió en la que hibriden les 

sondes E.ParCSer80 i E.ParCSer80(T),  que interfereixin amb una hibridació 

específica d’aquestes sondes. 

 

 

 

 Malgrat les dificultats comentades, l’utilització d’aquesta metodologia, 

conjuntament amb l’estudi de la susceptibilitat a les quinolones, ha permès 

identificar les mutacions presents en 149 soques de les 206 estudiades. De 

les 57 soques restants, o bé ja es coneixia la seva seqüència pels estudis 

preliminars de seqüenciació o bé s’han seqüenciat amb posterioritat per a 

determinar les mutacions que contenien. 
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 Dels diferents estudis que s’han realitzat amb les soques d’E. coli 

destaquen els següents aspectes: 

 

• Susceptibilitat a quinolones 

 

 Com ja s’ha comentat, la major part de les soques d’E. coli que 

s’aïllen d’humans són resistents a l’àcid nalidíxic, mentre que aquest 

percentatge és més baix entre els aïllats d’animal. Quan s’analitza la 

susceptibilitat a quinolones de les soques d’origen animal (Taula 4.3) 

s’observa que el percentatge de resistents a fluoroquinolones és de tan sols 

al voltant d’un 30%, i que aquest percentatge augmenta fins a un 40% entre 

les soques NalR (Taula 4.4). Malgrat això, la incidència de resistència a 

fluoroquinolones en soques NalR d’origen animal és inferior a l’obtingut amb 

les de procedència humana.  

 

 També és de senyalar que la resistència a fluoroquinolones sembla 

ser diferent entre els aïllats d’animals diferents. Així, les soques de boví són 

amb les que s’ha obtingut un percentatge més alt de resistents, mentre que 

les de conill són les que el presenten més baix. Igualment, és de destacar 

que entre els aïllats l’any 1994 es troba el percentatge més alt de resistents 

a les fluoroquinolones i que aquest percentatge disminueix en els anys 

posteriors. Això també s’observa, en certa manera, entre les soques aïllades 

d’humans. Així, els aïllats intrahospitlaris presenten un percentatge de 

resistents a les fluoroquinolones superior al de les soques extrahospitalàries. 

 

 

• Mutacions en les regions QRDR dels gens gyrA i parC 

 

Els resultats obtinguts al seqüenciar les regions QRDR dels gens gyrA 

(56 soques) i parC (32 soques) indiquen que la majoria de soques són 

mutants en el codó 83 del gen gyrA i que moltes d’elles són salvatges pels 

codons 87 del gen gyrA i pel 80 del gen parC, sent pràcticament totes 

salvatges pel codó 84 del gen parC (Taules 4.11, 4.13 i 4.14). 
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Pel que fa al codó 83 del gen gyrA, s’ha determinat que la mutació 

majoritària és el canvi Ser83 → Leu, ja que més d’un 97% de les soques 

seqüenciades que contenen una mutació en aquesta posició presenten 

aquest canvi (Taula 4.10). Això concorda perfectament amb el que hi ha 

descrit, ja que tan sols en poques ocasions s’ha detectat una mutació 

diferent en aquesta posició. En aquest sentit, també en el conjunt de soques 

estudiades en aquest treball només s’ha detectat una mutació diferent, el 

canvi Ser83 → Ala en la soca EC-469, ja descrit prèviament per altres autors 

(Hallett i Maxwell, 1991; Tavío et al., 1999). 

De la mateixa manera, la majoria de mutacions detectades en el codó 87 del 

gen gyrA (Taula 4.10) són mutacions ja conegudes (Asp87 → Gly, Asp87 → 

Asn i Asp87 → Tyr), a excepció del canvi Asp87 → Ala de la soca EC-64, 

aïllada de conill l’any 1997, descrit per primera vegada en aquest treball 

(Yoshida et. al., 1988; Yoshida et al., 1990a; Hallett i Maxwell, 1991; 

Cambau et al., 1993;  Vila et al., 1994; Ouabdesselam et al., 1995; Ruiz et 

al., 1995; Lehn et al., 1996; Ruiz et al., 1996; Vila et al., 1996; Truong et al., 

1997; Weigel et al., 1998; Bagel et al., 1999; White et al., 2000; Giraud et al., 

2001). 

 

A més de les mutacions en aquests dos codons, diferents treballs de 

selecció in vitro de mutants resistents a quinolones havien trobat determinats 

canvis en els codons 67, 82 i 106 del gen gyrA (Yoshida et al., 1988; 

Yoshida et al., 1990a; Hallett i Maxwell, 1991; Truong et al., 1997). Segons 

els resultats presentats en aquesta memòria i els obtinguts per altres autors, 

semblaria que aquests canvis només es donen in vitro, ja que en cap dels 

aïllats in vivo estudiats fins al moment s’han detectat mutacions en aquests 

codons. Per altra banda, i a diferència del descrit en alguns aïllats in vivo 

(Moniot-Ville et al., 1991; Cambau et al., 1993; Truong et al., 1997), no s’han 

trobat mutants en el codó 81, però sí en el 84, detectant-se un nou canvi, 

Ala84 → Ser (Taula 4.10), no conegut fins al moment. Aquesta mutació, com 

ja s’ha comentat, es troba en les soques EC-27 i EC-59, aïllades de porc 

l’any 1997 i de conill l’any 1996, respectivament. 
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 Pel que fa al codó 80 del gen parC, s’ha comprovat també que el 

residu “salvatge” en aquesta posició (Ser80) pot estar codificat per dos 

codons diferents, AGC o AGT, però la proporció amb la que es troben és 

diferent a la descrita. Així, en les soques estudiades en aquest treball el codó 

majoritari és l’AGC (Taula 4.12), mentre que s’havia reportat que, de 16 

soques seqüenciades, 13 presentaven el codó AGT en la posició Ser80 del 

gen parC (Vila et al., 1996). Aquests resultats podrien indicar una possible 

relació de clonalitat entre els grups de soques analitzades en els dos 

treballs. Pel que fa a les mutacions en aquesta posició no s’ha detectat cap 

mutació diferent a les ja conegudes (Ser80 → Ile i Ser80 → Arg). D’entre les 

soques seqüenciades, només dues són mutants en la posició 84 del gen 

parC (Taula 4.12), presentant la mutació descrita Glu84 → Lys (Heisig, 1996; 

Vila et. al., 1996; Bagel et al., 1999; Giraud et al., 2001). Finalment, indicar 

que no s’ha detectat, en el conjunt de soques estudiades, cap canvi diferent 

als coneguts en la seqüència analitzada del gen parC. 

 

 

• Classificació de les soques segons les mutacions estudiades i el seu 

origen 

 

 Com s’ha indicat a l’apartat de Resultats d’aquesta memòria, la 

hibridació de les colònies amb les sondes E.coliSer83, E.coliLeu83 i 

E.ParCGlu84 ha permès la identificació de les soques salvatges i mutants en 

els codons 83 del gen gyrA i 84 del gen parC. Pel contrari, les dificultats 

trobades amb el mètode d’hibridació amb les sondes E.coliAsp87, 

E.ParCSer80 i E.ParCSer80(T) ha fet necessari utilitzar altres paràmetres 

per tal d’aconseguir els objectius proposats i, finalment, aplicant els criteris 

comentats a l’apartat 4.3.3, s’han classificat les soques en vuit grups 

mutacionals (Taules 4.16 i 4.17). 

 

Estudis amb mutants d’E. coli seleccionats in vitro suggerien que les 

mutacions en el gen gyrA donen lloc primer a una substitució de la Ser83 i, 

després, a un canvi a l’Asp87 (Heisig i Tschorny, 1994). Les dades 
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reportades a la bibliografia amb mutants d’E. coli aïllats in vivo són 

consistents amb aquesta successió de mutacions, ja que gairebé tots els 

mutants simples presenten substitucions en la Ser83, i molts dels aïllats amb 

canvis a l’Asp87 són també mutants en la Ser83 (Ozeki et al., 1997). Els 

resultats obtinguts en aquest treball concorden també amb aquesta hipòtesi, 

ja que tan sols un 8,33% de les soques d’E. coli NalR d’origen animal 

presenten una única mutació en l’Asp87, mentre que no n’hi ha cap d’origen 

humà que pertanyi a aquest grup. La resta de soques NalR, a excepció d’una 

aïllada d’humans que no presenta cap mutació, contenen com a mínim una 

mutació en la Ser83. 

 

S’ha de destacar també que, tal i com està àmpliament descrit a la 

bibliografia (Heisig, 1996; Vila et. al., 1996; Bagel et al., 1999; Giraud et al., 

2001), no s’han detectat mutacions en el gen parC sense la presència, a 

més a més, d’alguna mutació en el gen gyrA. Per tant, els resultats obtinguts 

en aquest treball indiquen també que el primer punt d’adquisició de 

mutacions, responsables de conferir un fenotip de resistència a les 

quinolones, estaria a nivell del gen gyrA, i concretament del codó que 

codifica la Ser83, mentre que les mutacions en el gen parC serien 

secundàries i de posterior aparició. 

 

 Tal com seria esperable, de les 34 soques d’E. coli d’origen animal 

estudiades que són sensibles o presenten un nivell intermig de susceptibilitat 

a l’àcid nalidíxic, 31 d’elles no presenten cap mutació ni en el gen gyrA ni en 

el gen parC i només 3 presenten una única mutació en el codó 87 del gen 

gyrA (Taula 4.16). Aquestes soques són també sensibles a les tres 

fluoroquinolones, exceptuant el comentat a l’apartat de Resultats sobre la 

soca A-033, aïllada d’au l’any 1999, que només és resistent a l’enrofloxacina 

(Taula 4.21). L’única soca d’origen humà en la que no s’ha detectat tampoc 

cap mutació és, pel contrari, resistent a l’àcid nalidíxic encara que també és 

sensible a les tres fluoroquinolones (Taula 4.22). Per tant, és probable que 

aquesta soca tingui altres mecanismes de resistència diferents que li 

confereixin aquesta característica. 
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 A més a més, s’han observat clares diferències entre les soques NalR 

d’origen animal i d’humans pel que fa a la presència de mutacions en els 

gens gyrA i parC (Taula 4.17). Així, mentre que més d’un 51% de les soques 

d’humans presenten tres mutacions, dues en el gen gyrA i una en el gen 

parC, aquest percentatge és de tan sols d’un 24% aproximadament per a les 

d’origen animal. Entre aquestes últimes no s’han trobat tampoc soques amb 

quatre mutacions. Per tant, és important destacar que el percentatge de 

soques amb tres i quatre mutacions és més elevat entre les d’origen humà 

que entre les procedents d’animals. El percentatge de mutants simples en el 

codó 83 del gen gyrA és molt similar entre les soques aïllades dels dos 

orígens, mentre que el de dobles mutants és de més d’un 27% entre les 

d’origen animal i de només un 5%, aproximadament, entre les d’humans. Un 

altra diferència observable és, com ja s’ha comentat, que només s’han 

detectat mutants simples en el codó Asp87 del gen gyrA entre els aïllats 

d’animal, amb un percentatge d’un 8,33%. D’aquests resultats es pot deduir 

que les soques procedents d’humans acumulen un nombre més elevat de 

mutacions que les d’animals. Això està d’acord amb que el percentatge de 

resistents a les fluoroquinolones sigui més elevat en els aïllats d’humans que 

en els d’origen animal. 

 

Mentre que en altres membres de la família Enterobacteriaceae una 

única mutació en el gen gyrA pot ser suficient per a donar lloc a elevats 

nivells de resistència a les quinolones, en E. coli s’ha proposat que 

l’acumulació de mutacions en els gens gyrA i parC és la causa de la 

disminució de la susceptibilitat a aquests compostos (Weigel et al., 1998). 

Així, els mutants simples en el codó Ser83 del gen gyrA d’E. coli són 

resistents a l’àcid nalidíxic, però segueixen sent susceptibles a les 

fluoroquinolones, si bé amb una susceptibilitat reduïda  (McDonald et al., 

2001) i l’acumulació d’altres mutacions en les gens gyrA i parC donen lloc a 

mutants múltiples amb una susceptibilitat a les fluoroquinolones encara més 

baixa o a resistents a aquests antimicrobians en diferent grau segons siguin 

les mutacions acumulades (Vila et al., 1996). Els resultats obtinguts en 

aquest treball estan d’acord amb el proposat per Vila i col·laboradors (1996). 

Així, una substitució específica en el gen gyrA s’associa amb un alt nivell 
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resistència a l’àcid nalidíxic i amb una susceptibilitat reduïda a les 

fluoroquinolones; dos canvis, un en el gen gyrA i un segon en el parC, 

confereixen una menor susceptibilitat a fluoroquinolones; tres substitucions, 

dues en el gen gyrA i una en el parC, estan associades amb resistència a 

aquests compostos; i quatre canvis, dos en el gen gyrA i dos en el gen parC, 

donen lloc a alts nivells de resistència. 

 

En aquest treball s’ha comprovat que la presència d’una única 

mutació en el codó 83 del gen gyrA dóna lloc a un fenotip de resistència a 

l’àcid nalidíxic i de susceptibilitat reduïda a les fluoroquinolones. Una gran 

part de les soques d’aquest grup segueixen sent, però, sensibles a les 

fluoroquinolones, encara que algunes presentin uns nivells de susceptibilitat 

intermitjos a algun d’aquests antimicrobians (Taules 4.21 i 4.22). Encara que 

la immensa majoria dels mutants simples presenten una única mutació en el 

codó 83 del gen gyrA, s’han detectat també 10 mutants simples en el codó 

87 del mateix gen, sent la majoria resistents a l’àcid nalidíxic i sensibles a les 

fluoroquinolones (Taula 4.21). En aquest grup mutacional també hi ha 

algunes soques sensibles o amb un nivell de susceptibilitat intermig a l’àcid 

nalidíxic. L’efecte d’una mutació en el codó 87 del gen gyrA en la 

susceptibilitat a quinolones és un tema de controvèrsia. Diferents autors han 

associat aquest succés mutacional a una disminució de la susceptibilitat a 

fluoroquinolones en soques que ja presentaven una mutació en el codó 83 

del gen gyrA (Heisig i Tschorny, 1994; Vila et al., 1996; Ozeki et al., 1997; 

Weigel et al., 1998), mentre que d’altres han indicat que una substitució en 

l’Asp87 per Gly o Asn és comparable a la resistència atribuïble a la mutació 

Ser83 → Leu (Ouabdesselam et al., 1995). Els resultats obtinguts per 

seqüenciació de la regió QRDR dels gens gyrA i parC de tres de les soques 

que presenten una mutació en el codó 87 del gen gyrA indiquen que 

aquestes soques només contenen el canvi Asp87 → Gly, sent resistents a 

l’àcid nalidíxic encara que amb una CMI inferior a 342,64 µg/ml, que és el 

màxim detectable amb la metodologia emprada. Probablement les 

diferències de susceptibilitat trobades en aquest treball i en altres estudis en 
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els mutants en el codó 87 del gen gyrA siguin atribuïbles a altres 

mecanismes de resistència a aquests antimicrobians. 

  

En aquest treball s’han detectat dos tipus de dobles mutants: els que 

presenten una doble mutació en els codons 83 i 87 del gen gyrA i els dobles 

mutants en els codons 83 del gen gyrA i 80 del parC. És de destacar que 

aquests grups mutacionals estan molt més representats entre els aïllats 

d’animal que d’humans i que es caracteritzen per ser resistents a totes les 

quinolones, presentant diferents nivells de susceptibilitat a les fluorades. A 

més a més, moltes d’aquestes soques presenten, fins i tot, el més alt nivell 

de resistència detectable a les fluoroquinolones (Taules 4.21 i 4.22). 

Aquestes diferències en la susceptibilitat han de poder explicar-se per la 

presència d’altres mecanismes de resistència. El mateix s’observa amb els 

triples mutants, amb dues mutacions en el gen gyrA (codons 83 i 87) i una 

mutació en el gen parC (codó 80 o 84). És de senyalar que els aïllats 

d’humans d’aquest grup mutacional són els que presenten el nivell més alt 

de resistència a les fluoroquinolones i que el triple mutant del grup VI mostra 

un patró de resistència molt diferent. Així, la soca EC-436, aïllada d’una 

mostra d’orina extrahospitalària l’any 2000, que conté una mutació en el 

codó 83 del gen gyrA i dues en el parC, és resistent a l’àcid nalidíxic però tan 

sols presenta un nivell intermig de susceptibilitat a les tres fluoroquinolones. 

Caldria fer estudis posteriors per a determinar si aquesta soca té una 

permeabilitat reduïda a les fluoroquinolones, fet que podria explicar el patró 

de resistència observat. La majoria de les soques que presenten quatre 

mutacions, dues en el gen gyrA i dues en el gen parC, són altament 

resistents a les fluoroquinolones, el que concorda amb el descrit prèviament 

(Vila et al., 1996). 

 

S’ha estudiat també la susceptibilitat de totes les soques a cinc 

antimicrobians no relacionats estructuralment amb les quinolones, com són 

la tetraciclina, el cloranfenicol, dos derivats de penicil·lina com l’ampicil·lina i 

l’amoxicil·lina i una cefalosporina com la cefalexina. El més destacable en 

l’anàlisi dels resultats obtinguts és que la majoria de soques NalR són 

resistents a tres o quatre d’aquests antimicrobians (Taula 4.25). A més a 
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més, entre les soques d’origen humà es troba un percentatge importat de 

resistents als cinc antimicrobians, així com una major variabilitat en els 

patrons de resistència que entre les soques d’origen animal. Hi ha també 

clares diferències entre les soques d’origen animal i humà pel que fa al 

percentatge de sensibilitat als antimicrobians estudiats. Així, un 29,76% dels 

aïllats d’animal són sensibles o resistents únicament a tetraciclina, front al 

14,77% entre els aïllats d’humans. Per tant, en general, el conjunt de soques 

d’origen humà estudiades són també multiresistents a altres antimicrobians, 

a més de ser les que presenten el percentatge més alt de resistents a les 

fluoroquinolones. 

 

 S’han analitzat conjuntament les dades sobre la presència de 

mutacions, la susceptibilitat a les quinolones i la resistència a antimicrobians 

diferents, per tal de poder observar si hi ha alguna relació entre tots aquests 

paràmetres. És destacable d’aquest anàlisi que dins del grup de soques 

d’origen animal sensibles o amb una susceptibilitat intermèdia a l’àcid 

nalidíxic i que no presenten cap mutació, més d’un 68% són sensibles o 

únicament resistents a un dels cinc antimicrobians assajats i que només un 

29% presenten resistència a tres o quatre d’aquests antimicrobians (dades 

no presentades). La soca EC-435 d’origen humà, aïllada d’una mostra 

d’orina extrahospitalària l’any 2000, que tampoc presenta cap mutació i, pel 

contrari, és resistent a l’àcid nalidíxic i sensible a les fluoroquinolones, 

presenta resistència als dos derivats de la penicil·lina. És també interessant 

comentar que els percentatges de soques multiresistents són més alts en la 

mesura que les soques acumulen mutacions en els gens gyrA i parC, amb el 

consegüent increment de resistència a les quinolones. Aquesta observació 

és vàlida tant per a les soques NalR d’origen animal com humà amb tres o 

quatre mutacions o fins i tot amb dues (Taules 4.28 i 4.29). Un patró diferent 

és l’observat amb la soca EC-436, abans esmentada. Així, malgrat contenir 

les tres mutacions indicades anteriorment i ser resistent a l’àcid nalidíxic i 

presentar una susceptibilitat intermèdia a les fluoroquinolones, és sensible a 

la resta d’antimicrobians estudiats. 
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 A part de les diferències comentades entre les soques aïllades 

d’animals i d’humans, un altre fet destacable és que entre les soques NalR 

aïllades d’animal hi ha una correlació entre les mutacions que presenten i el 

tipus d’animal del qual van ser aïllades. Així, les soques de conill presenten 

majoritàriament una única mutació en el gen gyrA mentre que les d’au, boví i 

porc són tant mutants simples en el gen gyrA, com dobles i triples mutants 

(Taula 4.19). Això coincideix amb el fet que les de conill són les que 

presenten un percentatge més baix de resistents a les fluoroquinolones 

(Taula 4.6). Quan es té en compte també la resistència a altres 

antimicrobians s’observa que aquestes soques, a més a més, són 

majoritàriament només resistents a la tetraciclina, mentre que les d’au i les 

de boví i de porc presenten, respectivament, resistència a tres o a quatre 

d’aquests antimicrobians (Taula 4.26). Aquestes relacions s’observen també 

amb les soques aïllades d’humans. Així, s’ha trobat un percentatge més alt 

de soques que presenten tres mutacions, front al de mutants simples en el 

codó 83 del gen gyrA, entre les soques de procedència intrahospitalària, sent 

aquests percentatges similars per a les soques de procedència 

extrahospitalària (Taula 4.20). A més a més, les soques de procedència 

intrahospitalària són, en percentatge, més resistents a les fluoroquinolones 

que les de procedència extrahospitalària, tot i que els percentatges més alts 

corresponen a les soques de procedència no determinada (Taula 4.9). Pel 

contrari, el percentatge de soques resistents a tres, quatre o cinc 

antimicrobians és més alt entre les de procedència extrahospitlària que entre 

les intrahospitalàries (Taula 4.27), si bé és en el conjunt de soques de 

procedència no determinada on s’obté un percentatge més elevat de 

resistents als cinc antimicrobians no relacionats amb les quinolones. Totes 

aquestes diferències comentades podrien indicar una elevada clonalitat entre 

les soques aïllades del mateix tipus d’animal o de colectius d’humans 

determinats. També podrien ser conseqüència d’una determinada pràctica 

en medicina veterinària, pel que fa a l’ús d’antimicrobians en les diferents 

explotacions ramaderes, i igualment podrien assenyalar una selecció de 

determinades resistències, en funció de l’ús d’antimicrobians en l’hospital, 

diferent al de la pràctica extrahospitalària. 
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Els resultats obtinguts en aquest treball amb les soques d’E. coli NalR 

indiquen que el 55% de les soques d’origen animal presenten uns valors de 

CMIs front a les quinolones que es poden correlacionar amb les mutacions 

detectades en els gens gyrA i parC. En canvi, aquest percentatge és molt 

menor, d’un 29%, per a les soques d’origen humà. De fet, en aquest últim 

grup un 48% de les soques estudiades presenta uns valors molt elevats de 

CMIs front a les quinolones, el que contrasta amb el baix percentatge, un 

19%, trobat entre les soques d’origen animal. Aquests resultats indiquen que 

al voltant d’un 71% de les soques aïllades en clínica contenen altres canvis, 

probablement a nivell de permeabilitat i de bombes d’expulsió, que les fa 

altament resistents a les quinolones i, en general, aquestes soques són 

també multiresistents a altres antimicrobians. Aquest percentatge és de tan 

sols un 45% entre les soques d’origen animal.  

 

Diferents autors han indicat que l’elevat predomini de soques d’E. coli 

resistents a quinolones detectat en la seva àrea en gent sana, fins i tot en 

nens, pot estar associat a la selecció d’aquestes soques resistents en aus de 

corral i porcs, i han proposat que per a controlar la disseminació de la 

resistència a quinolones es requereix un ús prudent d’aquests antimicrobians 

no només en humans, sinó també en medicina veterinària (Garau et al., 

1999). En aquesta mateixa línia, s’ha proposat la necessitat de controlar l’ús 

de fluoroquinolones en animals, per tal de preservar la utilitat d’aquests 

compostos per al tractament d’infeccions en els humans (Bazile-Pham-Khan 

et al., 1996, White et al., 2000). Per altra banda, cada vegada es fa més 

èmfasi en la necessitat de controlar l’ús de fluoroquinolones a nivell clínic, ja 

que això pot comportar una important pressió selectiva i desenvolupar alts 

nivells de resistència a aquests antimicrobians en els patògens d’humans 

(Lehn et al., 1996, Ozeki et al., 1997, Goettsch et al., 2000, McDonald et al., 

2001). Els resultats obtinguts en aquest treball reforcen també totes 

aquestes propostes ja que indiquen que, si bé ha de restringir-se l’ús 

d’antimicrobians en els animals, és probablement en la pràctica mèdica on 

ha de realitzar-se una decidida política sobre l’ús correcte de quinolones i 

d’altres antimicrobians. En aquest sentit, l’alt percentatge de soques d’origen 

humà tant intra com extrahospitalàries que deuen presentar canvis a nivell 
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de permeabilitat de la membrana o de les bombes d’expulsió i que, a més a 

més, són en general multiresistents a diferents antimicrobians, suggereix que 

no tan sols l’ús de quinolones pot ser la causa d’aquest fenòmen. Així, a més 

dels successos mutacionals en les gens gyrA i parC, associats directament a 

les quinolones, la selecció de soques amb altres mecanismes de resistència 

deu estar relacionada, probablement, amb l’ús de diferents antimicrobians i 

aquest fenomen sembla tenir molta major incidència en la pràctica mèdica en 

humans que en medicina veterinària. 

 

 

• Agrupació de les soques segons les CB i relació amb les mutacions 

 

 Quan s’ha determinat la relació existent entre les soques d’E. coli 

estudiades en aquest treball, a través de la construcció de  dendogrames de 

similituds relatives a partir de les cinètiques bioquímiques obtingudes, s’ha 

vist que el grau de relació entre les aïllades d’animal és més elevat que entre 

les d’humans. Encara que algunes de les soques aïllades d’humans estan 

també altament relacionades entre elles, la majoria presenten uns valors de 

similitud relativa inferiors al 95%. És de ressaltar que les soques d’animals 

s’agrupen preferentment segons el tipus d’animal del qual provenen i l’any 

d’aïllament. Aquests resultats podrien indicar que hi ha una clonalitat més 

elevada entre els aïllats d’animal que entre els d’humans. Malgrat això, cal 

considerar que el conjunt de soques d’origen animal inclou soques aïllades 

de mostres molt diferents i també de llocs ben diferenciats geogràficament 

de Catalunya i d’arreu d’Espanya. Per això, els resultats obtinguts poden ser 

també un indici de que la variabilitat de soques d’E. coli en animals és més 

baixa que la que es dóna en humans. De fet, amb les soques d’origen humà 

s’obtenen diversos grups de procedència intra i extrahospitalària, també amb 

un grau de similitud relativa més baix que els grups determinats en les 

soques d’origen animal. 

 

 És important destacar que les soques incloses en cada un dels grups 

es caracteritzen, en general, per presentar el mateix patró mutacional en els 

gens gyrA i parC i, en molts casos, la mateixa susceptibilitat a quinolones i 
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també el mateix patró de resistència a altres antimicrobians. De totes 

maneres, també s’observen grups que inclouen soques molt semblants, 

aïllades en anys diferents, amb un patró mutacional diferent, suggerint 

l’adquisició de mutacions. Així, per exemple, les soques EC-67 i EC-186, 

aïllades, respectivament, en 1996 i 1998 a partir d’au, tenen una similitud 

relativa del 97%. La primera soca és un mutant simple en el codó 83 del gen 

gyrA, mentre que la segona conté, a més a més, una segona mutació en el 

codó 87 del mateix gen. Resultats com l’indicat podrien suggerir una selecció 

in vivo de la soca EC-186 deguda, probablement, al tractament amb 

quinolones, derivada de la EC-67. En qualsevol cas, la impossibilitat 

d’accedir a la informació referent als tractaments amb antimicrobians a que 

van ser sotmesos els animals dels quals s’han aïllat les soques d’E. coli 

estudiades en aquest treball, dificulta obtenir conclusions en aquesta línia i el 

mateix és aplicable a les soques d’origen humà. 

 

 

 

 

En base als resultats obtinguts amb E. coli es proposa, com a disseny 

experimental en futurs estudis, determinar en primer lloc els grups de relació 

segons els CB, escollir algunes soques de cada grup i determinar la seva 

susceptibilitat a les quinolones i a altres antimicrobians, així com les 

mutacions presents en els gens gyrA i parC, mitjançant hibridació amb les 

sondes dissenyades. Finalment comparar tots els resultats obtinguts i, en 

aquells casos en els que no hi hagi concordància entre els diferents 

paràmetres analitzats, procedir a seqüenciar les regions QRDR d’aquests 

gens. Per tal de realitzar aquesta seqüenciació de forma ràpida, s’ha posat a 

punt un mètode de seqüenciació de les regions QRDR dels gens gyrA i parC 

directament des del producte amplificat per PCR. L’aplicació d’aquesta 

metodologia facilita enormement l’estudi d’una elevada quantitat de soques 

en un període de temps relativament curt. 
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PART B. Salmonella typhimurium 

 

 Per a realitzar aquest treball s’han escollit la major part de les soques 

resistents a l’àcid nalidíxic aïllades en el Laboratori de Sanitat Animal entre 

els anys 1992 i 1998. Així, com s’observa a la següent taula, s’han estudiat 

totes les soques NalR aïllades en aquests anys, a excepció de les obtingudes 

en el 1994. També s’aprecia, en aquesta taula, que el percentatge de 

soques NalR és en general baix, a excepció també de les aïllades l’any 1994. 

Menys un 12,77% de soques aïllades l’any 1992 i un 10% d’aïllades l’any 

1997, que presenten un nivell intermig de susceptibilitat a l’àcid nalidíxic, la 

resta de soques aïllades en aquests anys són sensibles a aquest 

antimicrobià. 

 
 

Any  

d’aïllament 

No. total  

d’aïllats 

No. d’aïllats NalR 

(%) 

No. d’aïllats NalR 

analitzats 

1992 94 
1 

(1,06) 
1 

1993 10 
1 

(10,00) 
1 

1994 42 
31 

(73,81) 
12 

1995 25 
3 

(12,00) 
3 

1996 17 
1 

(5,88) 
1 

1997 130 
38 

(29,23) 
38 

1998 42 
5 

(11,90) 
5 

 
Dades porporcionades per M. Saco. 

 
 
 És important destacar que s’ha observat una notable fluctuació pel 

que fa a l’evolució de la resistència a l’àcid nalidíxic en les soques de S. 

typhimurium aïllades en el Laboratori de Sanitat Animal, des d’un 0% en 

1991 fins a un 73,81% en 1994. A partir d’aquest any, el percentatge de 

soques NalR ha sofert una sèrie de fluctuacions, augmentant i disminuint 

successivament, encara que amb una lleugera tendència a l’alça (Saco, 
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1999). Aquest antimicrobià ha estat altament utilitzat per al tractament de la 

salmonel·losi en els animals. A més a més, també s’ha utilitzat àmpliament 

un derivat de l’àcid nalidíxic, l’oleaquindox, com a promotor del creixement 

en els animals, el que podria proporcionar una possible explicació per a la 

selecció de soques NalR (Medders et al., 1998). El pic d’increment de 

resistència a l’àcid nalidíxic detectat l’any 1994 és degut a que un 91,67% de 

les soques aïllades d’au i un 90% de les aïllades de tortuga en aquest any 

són altament resistents, amb una CMI promig, en ambdós casos, de 342,64 

µg/ml (Saco, 1999). Un fenomen similar, amb un pic en el 1994, o a partir 

d’aquest any, en les soques de S. enterica NalR i/o resistents a altres 

quinolones ha sigut també descrit en altres països per alguns autors 

(Threlfall et al., 1997a; Threlfall et al., 1997b; Malorny et al., 1999), associat, 

fonamentalment, a soques aïllades d’au i de boví. Aquests autors 

suggereixen que aquest increment pot ser conseqüència de l’autorització, 

entre 1990 i 1993 segons el país, de la utilització de l’enrofloxacina en 

medicina veterinària. El tractament amb aquesta fluoroquinolona no sembla 

que doni lloc a un increment del nombre de mutants resistents a la mateixa, 

però sí que s’incrementa considerablement la freqüència d’aparició de 

mutants NalR i resistents també a altres quinolones. 

 

Pel que fa a la susceptibilitat de les soques de S. typhimurium 

estudiades en aquest treball a les fluoroquinolones, gairebé totes són 

sensibles, si bé algunes mostren una susceptibilitat reduïda (Taules 4.30 i 

4.31). D’entre les que presenten una susceptibilitat intermèdia a alguna de 

les fluoroquinolones, sis són de porc de l’any 1997 i una de tortuga del 1994. 

Només s’ha trobat una soca resistent a totes les quinolones, aïllada de 

tortuga l’any 1992. Les soques estudiades s’han aïllat de mostres procedents 

de diferents punts tant de Catalunya com d’Espanya, sent, per tant, una 

representació de les soques de S. typhimurium NalR presents en els animals 

del país. Aquests resultats estan d’acord amb el descrit a la bibliografia, ja 

que la majoria d’aïllats de Salmonella d’origen animal són susceptibles a les 

quinolones i les NalR presenten, en general, una susceptibilitat reduïda a les 

fluoroquinolones. 
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 L’estudi de les mutacions associades amb la resistència a quinolones 

en aquestes soques de S. typhimurium s’ha realitzat determinant les 

mutacions presents en la regió QRDR només del gen gyrA, al no haver-se 

descrit, fins al moment, mutacions a nivell de la regió QRDR del gen parC 

relacionades amb l’adquisició d’un fenotip de resistència a aquests 

antimicrobians (Reyna et al., 1995; Griggs et al., 1996; Ruiz et al., 1997b; 

Piddock et al., 1998; Giraud et al., 1999; Heurtin-Le Corre et al., 1999; 

M∅lbak et al.; 1999; Walker et al., 2001; Piddock, 2002; Liebana et al., 

2002). Per això i pel comentat anteriorment, s’ha escollit les soques NalR per 

a determinar, en primer lloc, la seqüència de la regió QRDR del gen gyrA de 

totes les soques estudiades y posar a punt, posteriorment, dues 

metodologies alternatives que serveixin com a mètodes ràpids de 

“screening” per a separar les soques de S. typhimurium d’origen animal 

salvatges de les mutants. Aquestes dues metodologies són la hibridació de 

colònies i la PCR a temps real utilitzant sondes FRET (Fluorescence 

Resonance Energy Transfer), que permeten identificar la presència d’una 

seqüència salvatge o mutant en la regió analitzada.  

 

 El mètode d’hibridació de colònies amb la sonda específica SalSer83 

serveix per a detectar, amb una elevada fiabilitat, la presència del codó 

salvatge en posició 83 del gen gyrA. És a dir, permet separar, d’una manera 

ràpida, les soques de S. typhimurium en dos grups, salvatges i mutants en la 

Ser83. El grau d’especificitat d’aquesta sonda és molt elevat, d’un 90%, ja 

que tan sols dues soques mutants, que presenten concretament el canvi 

Ser83 → Tyr, hibriden amb la sonda. El grau de sensibilitat és d’un 77% 

degut a que 10 soques de 44 no hibriden amb la sonda dissenyada per a 

detectar la seqüència salvatge en posició 83. Aquesta falta d’hibridació pot 

ser deguda tant a una llisi deficient de les cèl·lules com a una baixa 

eficiència de la transferència de les colònies o de la fixació del DNA als 

filtres. 

 
 En base als resultats obtinguts, la detecció de mutacions mitjançant 

PCR a temps real ha resultat ser un mètode molt bo per a detectar la 

presència de mutacions concretes en el gen gyrA. Utilitzant una sonda 
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salvatge que cobreix tant la posició 83 com la 87 del gen gyrA es diferencien 

ràpidament les soques salvatges, que no presenten cap mutació, de les 

mutants en alguna de les dues posicions (Ser83 o Asp87), ja que s’ha 

observat, a l’analitzar els valors de la temperatura de fusió (Tm) obtinguts 

amb les sondes FRET, que hi ha diferències significatives entre els de les 

soques salvatges en els dos codons i els dels diferents mutants.  

 
A més a més, i encara que no era un dels objectius proposats, amb 

les sondes FRET emprades es diferencien també les mutacions Asp87 → 

Gly i Ser83 → Tyr. En canvi, els mutants Asp87 → Asn,  Asp87 → Tyr i 

Ser83 → Phe presenten valors de Tm solapats, tot i que, en general, els dels 

mutants Ser83 → Phe són inferiors als dels altres dos (Taula 4.33, Figura 

4.15). A més a més, cal ressaltar la rapidesa d’aquest mètode. Així, malgrat 

que els primers assaigs es van realitzar amplificant des de DNA cromosòmic, 

posteriorment es va posar a punt aquesta metodologia directament des de 

colònia, seguint el protocol descrit per Liebana i col·laboradors (2002). En 

aquest sentit, i comparant els dos mètodes desenvolupats, el de PCR a 

temps real és molt més ràpid que el d’hibridació, si es parteix de colònies. 

Malgrat això, els dos mètodes presenten certs inconvenients, ja que el 

d’hibridació requereix disposar d’una instal·lació per a radioactivitat i el de 

PCR a temps real d’un equipament d’elevat cost i, a més a més, el cost de 

material fungible també és més elevat per PCR a temps real que per 

hibridació. 

 

Donats els bons resultats obtinguts amb el mètode de PCR a temps 

real, en aquest treball no s’ha desenvolupat una sonda específica per a 

detectar les soques salvatges en el codó 87 del gen gyrA per hibridació. 

Malgrat això, i tenint en compte que la variabilitat dels nucleòtids en aquesta 

regió és baixa (Taula 4.32), sembla possible dissenyar una sonda amb una 

elevada sensibilitat i especificitat que permeti diferenciar, per hibridació, les 

soques salvatges de les mutants en l’Asp87 del gen gyrA. Per tant, 

l’aplicació d’una de les dues metodologies desenvolupades en aquest treball, 

segons l’equipament de cada laboratori, permetrà realitzar un “screening” 

inicial per a detectar les soques mutants de S. typhimurium en els codons 83 
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i/o 87 del gen gyrA i procedir, quan sigui necessari, a la seqüenciació de la 

regió QRDR del gen gyrA, pel que també s’ha posat a punt un mètode de 

seqüenciació directament des de producte amplificat per PCR. 

 

Molt recentment hi ha hagut un augment en el nombre de treballs 

sobre l’aplicació de la tècnica de PCR a temps real per a detectar mutacions 

en el gen gyrA en diferents espècies, entre elles S. typhimurium. Així, Walker 

i col·laboradors han desenvolupat el mètode GAMA (“LightCycler-based 

PCR-hybridization gyrA mutation assay”), utilitzant tres sondes específiques 

per a detectar els canvis Asp87 → Asn,  Asp87 → Gly i Ser83 → Phe en el 

gen gyrA, des de DNA cromosòmic de 92 soques de S. typhimurium DT104 

resistents a l’àcid nalidíxic i amb una susceptibilitat reduïda a la 

ciprofloxacina (Walker et al., 2001). Així, van determinar que 67 soques eren 

mutants Asp87 → Asn, 12 Ser83 → Phe i 7 Asp87 → Gly, mentre que amb 6 

van obtenir una Tm menor que la dels controls positius. Per seqüenciació van 

determinar que tres d’aquestes últimes soques eren mutants Asp87 → Tyr, 

dues Ser83 → Tyr i una era salvatge. Més recentment, s’han utilitzat les 

sondes descrites per Walker i col·laboradors (2001) per a detectar les 

diferents mutacions en els codons 83 i 87 del gen gyrA de soques de 

diferents serotips del gènere Salmonella, aïllades d’animal (Liebana et al., 

2002). En aquest treball s’utilitza, en primer lloc, la sonda que detecta el 

canvi Asp87 → Asn per a distingir, segons la Tm obtinguda, quatre grups de 

soques: i) mutants Ser83 → Phe o Ser83 → Tyr, ii) mutants Asp87 → Gly o 

Asp87 → Tyr, iii) soques salvatges, i iv) mutants Asp87 → Asn. 

Seguidament, els mutants Ser83 → Phe o Ser83 → Tyr són sotmesos a un 

altre assaig amb una segona sonda la qual detecta específicament el canvi 

Ser83 → Phe. Igualment, la utilització d’una tercera sonda que detecta 

específicament el canvi Asp87 → Gly permet distingir els mutants Asp87 → 

Gly dels Asp87 → Tyr. Finalment, els aïllats que no poden identificar-se són, 

posteriorment, seqüenciats. 

 
El mètode de PCR a temps real per a detectar mutacions 

desenvolupat en aquest treball és novedós respecte al comentat 
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anteriorment, ja que s’utilitzen sondes FRET, marcades amb fluoresceïna i el 

fluorocrom Red-640, sense necessitat d’utilitzar altres fluorocroms com el 

Sybr Green, etc. Per altra banda, la sonda Sensor cobreix la regió de DNA 

que inclou els codons 83 i 87 del gen gyrA i diferencia clarament tres tipus 

de seqüències de les sis possibles. Per a distingir les altres tres caldrà, 

probablement, la utilització d’una única sonda addicional. Actualment s’està 

dissenyant aquesta sonda per tal de disposar d’un mètode ràpid i fiable que 

permeti distingir la seqüència salvatge i les mutants en els codons 83 i 87 del 

gen gyrA. 

 

 D’acord amb el descrit a la bibliografia, mitjançant la seqüenciació de 

la regió QRDR del gen gyrA de totes les soques de S. typhimurium 

estudiades s’ha determinat que els principals codons on es localitzen 

mutacions són la Ser83 i l’Asp87 (Taula 1.4) (Reyna et al., 1995; Griggs et 

al., 1996; Ruiz et al., 1997b; Piddock et al., 1998; Giraud et al., 1999; 

Heurtin-Le Corre et al., 1999; M∅lbak et al.; 1999; Walker et al., 2001; 

Piddock, 2002; Liebana et al., 2002). Igualment, les mutacions presents en 

les soques estudiades són també els canvis de la Ser83 per Tyr o Phe i de 

l’Asp87 per Asn o Gly, no havent-se trobat cap mutació nova ni tampoc 

dobles mutants (Taula 4.32). És de ressaltar que tampoc s’han detectat 

canvis en altres codons de la regió analitzada. Aquests resultats contrasten 

clarament amb els obtinguts en E. coli i indiquen una menor variabilitat en la 

seqüència de nucleòtids entre les diferents soques de S. typhimurium, 

almenys pel que fa a aquesta regió. A més a més, aquests resultats podrien 

suggerir una taxa espontània de mutagènesi més baixa en S. typhimurium 

que en E. coli, fet que podria estar relacionat amb les diferències existents 

entre els dos microorganismes pel que fa a la mutagènesi SOS (Sedgwick i 

Goodwin, 1985; Smith et al., 1990; Thomas et al., 1990; Nohmi et al., 1991; 

Sedgwick et al., 1991; Kock et al., 1992; Nohmi et al., 1992; Clerch et al., 

1996; McLenigan et al., 1998; Smith i Walker, 1998; Benson et al., 2000). 

 
Amb les soques de S. typhimurium estudiades s’han distingit tres 

grups mutacionals, en funció de si són salvatges pels codons 83 i 87 del gen 

gyrA o bé si presenten mutacions en un d’aquests codons (Taula 4.34). És 
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important destacar que el petit grup de soques amb seqüència salvatge 

inclou tant les tres soques control (S-5712 i S-5978, aïllades l’any 1997 de 

porc i de conill, respectivament, i la LT2), com dues soques resistents. La 

soca S-3286, aïllada de tortuga l’any 1992, és resistent a totes les 

quinolones, mentre que la S-5827, aïllada de porc en 1997, només és 

resistent a l’àcid nalidíxic. També és important destacar que entre les soques 

de S. typhimurium estudiades en aquest treball semblen ser més freqüents 

les mutacions en el codó 87 que en el codó 83, ja que el percentatge de 

soques amb un canvi en l’Asp87 és pràcticament el doble del de les soques 

amb una substitució en la Ser83. En diversos treballs s’ha descrit una major 

freqüència de mutacions a nivell de la Ser83 que de l’Asp87 (Griggs et al., 

1996; Ruiz et al., 1997b; Liebana et al., 2002). Altres autors, però, troben 

també un nombre més elevat de soques que presenten mutacions en el codó 

87 del gen gyrA, concretament el canvi Asp87 → Asn, que en el 83 ( M∅lbak 

et al., 1999; Walker et al., 2001). 

 
Una altra observació també destacable és que la presència d’una 

mutació en un codó o en un altre depèn extraordinàriament del tipus d’animal 

del que s’ha aïllat la soca i també de l’any d’aïllament (Taula 4.35). Així, 

exceptuant alguns casos, les soques d’au i de tortuga són mutants en la 

Ser83, mentre que les de boví, conill i porc ho són en l’Asp87. De la mateixa 

manera, les soques de l’any 1994 presenten mutacions en la Ser83, mentre 

que les de l’any 1997 en l’Asp87. Aquests resultats suggereixen una elevada 

similitud entre les soques en funció de l’animal del que s’han aïllat. 

 
A l’analitzar la susceptibilitat de les soques de S. typhimurium 

estudiades a altres antimicrobians s’ha observat que més d’un 67% són 

resistents a quatre d’aquests antimicrobians (Taula 4.37). Totes les soques 

procedents de porc i de tortuga, així com la major part de les d’au presenten 

aquesta característica. Pel contrari, les de conill són majoritàriament 

resistents només a tetraciclina (Taula 4.38). S’ha observat també una estreta 

relació entre la mutació present en el gen gyrA i el patró de resistència a 

altres antimicrobians (Taula 4.39). Així, totes les soques que contenen la 

mutació Ser83 → Tyr són resistents a tetraciclina, cloranfenicol, ampicil·lina i 
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amoxicil·lina, mentre que un 67% dels mutants Ser83 → Phe són resistents 

només a dos d’aquests antimicrobians. De la mateixa manera, més d’un 95% 

de les soques que contenen la mutació Asp87 → Asn són resistents a quatre 

antimicrobians, mentre que pràcticament un 65% de les que presenten el 

canvi Asp87 → Gly són resistents només a tetraciclina. A l’igual que el 

comentat anteriorment, també aquests resultats indiquen un alt grau de 

relació entre les soques estudiades. 

 
 L’anàlisi dels dendogrames de similituds relatives construïts a partir de 

les cinètiques bioquímiques confirma totalment aquesta suggerència sobre 

l’alt grau de relació que deuen presentar les soques estudiades. Així, s’han 

obtingut grups amb valors de similitud relativa superiors al 93% que 

contenen un gran nombre de soques. En la majoria dels casos, les soques 

amb un major grau de relació es van aïllar del mateix tipus d’animal i el 

mateix any. A més a més, aquestes soques solen contenir el mateix tipus de 

mutació en la regió QRDR del gen gyrA i presentar el mateix patró de 

resistència a altres antimicrobians. Tot aquest conjunt de resultats mostra la 

poca variabilitat existent entre les soques de S. typhimurium aïllades d’un 

mateix tipus d’animal, ja que, malgrat s’han aïllat de mostres procedents de 

diferents punts força separats geogràficament, estan molt relacionades entre 

elles. 

 

Els resultats obtinguts amb tot el conjunt de soques de S. typhimurium  

indiquen que, si bé totes elles es van seleccionar per la seva resistència a 

l’àcid nalidíxic, més d’un 90% són sensibles a les fluoroquinolones, el que es 

correspon amb les mutacions detectades en els codons 83 o 87 del gen 

gyrA. És de senyalar que, segons les dades obtingudes, la mutació en el 

codó 87 sembla ser la més freqüent i ha sigut detectada en soques aïllades 

de boví, conill i porc. Pel contrari, les soques procedents d’au i tortuga 

presenten fonamentalment una mutació en el codó 83. Alguns autors han 

postulat que l’increment en el nombre d’aïllats de Salmonella resistents a les 

quinolones procedents d’animals pot comprometre l’ús d’aquests 

antimicrobians en teràpia humana, ja que la introducció de les 

fluoroquinolones en teràpia veterinària pot contribuir a l’emergència de 
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resistència a fluoroquinolones en bacteris patògens responsables 

d’infeccions en els humans, tals com E. coli, Campylobacter spp. o 

Salmonella spp. Argumenten que els animals poden constituir un reservori 

on les soques resistents a l’àcid nalidíxic amb una primera mutació en el gen 

gyrA podrien persistir i adquirir mecanismes addicionals de resistència per la 

contínua exposició a fluoroquinolones (Giraud et al., 1999; Heurtin-Le Corre 

et al., 1999; M∅lbak et al.; 1999). Altres autors, però, postulen que el risc de 

malalties en humans per aquestes soques resistents de les que són 

portadores els animals és mínim, ja que els serotips de Salmonella NalR 

descrits en animals no són els més freqüents en infeccions humanes, i que, 

encara que els aïllats veterinaris siguin altament resistents a l’àcid nalidíxic, 

les CMIs que presenten aquestes soques front a les fluoroquinolones són 

inferiors al punt de tall recomanat per a aquests agents en molts països 

(Griggs et al., 1996; Piddock et al., 1998). Els resultats presentats en aquest 

treball indiquen que, encara que els animals són el reservori de S. 

typhimurium, la majoria de soques que s’aïllen en el nostre país són 

sensibles a les quinolones, no contenint mutacions en el gen gyrA, i que el 

baix percentatge de NalR presenten una única mutació en el gen gyrA i són 

gairebé totes sensibles a les fluoroquinolones. Per tant, si bé cal regular l’ús 

de l’enrofloxacina en medicina veterinària i realitzar estudis com el presentat 

per tal de vigilar l’evolució de les resistències, actualment els animals no 

semblen ser un reservori de soques de S. typhimurium altament resistents a 

les fluoroquinolones, ja sigui per mutacions en el gen gyrA o per l’adquisició 

d’altres mecanismes de resistència. 

 

 

 

Segons els nostres resultats, en S. typhimurium pot aplicar-se també 

l’esquema experimental que s’ha indicat anteriorment per a E. coli, però en 

aquest cas és més convenient realitzar un “screening” mitjançant hibridació 

de colònia o sondes FRET per a detectar les possibles soques mutants en el 

gen gyrA, i posteriorment seqüenciar, quan sigui necessari, la regió QRDR 

d’aquest gen en els mutants, des del producte de PCR. 
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 Els resultats obtinguts en aquest treball han permès obtenir les 

següents conclusions: 

 

1. El mètode d’hibridació de colònies amb sondes específiques és un mètode 

ràpid per a detectar la presència de mutacions en una posició concreta en 

els gens gyrA i parC d’E. coli i en el gen gyrA de S. typhimurium.  

 

2. La sensibilitat i especificitat de les sondes utilitzades és diferent. Els 

millors resultats s’han obtingut amb les sondes que detecten les seqüències 

salvatges en posició 83 del gen gyrA i 84 del parC i també amb la que 

detecta el canvi Ser83 → Leu en E. coli, així com amb la utilitzada per a 

identificar la seqüència salvatge en posició 83 del gen gyrA en S. 

typhimurium. La baixa sensibilitat i especificitat de la sonda E.coliAsp87 pot 

ser deguda a l’elevada variabilitat d’aquesta regió, mentre que la baixa 

sensibilitat de les sondes E.ParCSer80 i E.ParCSer80(T) podria atribuir-se a 

una conformació determinada de la regió on es localitza la Ser80 del gen 

parC que dificulti una hibridació específica de les sondes. 

 

3. El mètode de PCR a temps real amb sondes FRET per a S. typhimurium 

és un mètode ràpid, sobretot si s’utilitza a partir de colònia, que, utilitzant una 

sola sonda, permet diferenciar clarament les seqüències salvatges i 

determinades mutacions. La incorporació d’una sonda addicional permetrà, 

en un futur, distingir entre els mutants Asp87 → Asn, Asp87 → Tyr i Ser83 → 

Phe. 

 

4. S’ha determinat, per seqüenciació de la regió QRDR del gen gyrA d’E. 

coli, que els principals codons on es localitzen les mutacions responsables 

de conferir resistència a quinolones són la Ser83 i l’Asp87. En el primer 

d’aquests codons, la mutació majoritària és Ser83 → Leu, havent-se 

identificat, només en una soca, el canvi ja conegut Ser83 → Ala. Pel que fa 

al codó 87, s’han detectat diverses de les mutacions ja descrites i una nova 
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mutació no coneguda fins al moment, que correspon al canvi Asp87 → Ala. 

Moltes de les soques són portadores de mutacions silencioses en els codons 

85 i 91, només una soca conté una mutació silenciosa en el 84 i dues són 

portadores del canvi Ala84 → Ser, no descrit fins al moment. 

 

5. Per seqüenciació de la regió QRDR del gen parC d’E. coli, s’ha determinat 

que els principals codons on es localitzen les mutacions són la Ser80 i el 

Glu84. En les dues posicions s’han trobat mutacions ja conegudes, així com 

els dos codons codificants de la Ser80 (AGC i AGT). 

 

6. Per hibridació de colònies amb sondes específiques i seqüenciació, s’han 

classificat les soques d’E. coli en vuit grups mutacionals. El percentatge de 

mutants simples en la Ser83 del gen gyrA és molt similar en les soques dels 

dos orígens, mentre que es troba un percentatge més alt de dobles mutants 

entre els aïllats d’animal que entre els d’humans. En canvi, l’acumulació de 

tres o quatre mutacions en una soca és significativament més elevada en els 

aïllats d’humans que en els d’animal. 

 

7. Les soques amb un nombre més elevat de mutacions i, per tant, altament 

resistents a quinolones també són, en percentatge, més resistents a altres 

antimicrobians diferents. Aquest fenomen sembla tenir molta més incidència 

en els aïllats d'humans que en els d'animal. 

 

8. El 55% dels aïllats d’animal presenten uns valors de CMIs front a les 

quinolones que es poden associar a les mutacions detectades en els gens 

gyrA i parC, mentre que el 71% dels aïllats d’humans, a més a més de les 

mutacions identificades en aquests gens, han de tenir altres mecanismes de 

resistència a quinolones. 

 

9. Les soques de S. typhimurium NalR d’origen animal estudiades són 

majoritàriament sensibles a les fluoroquinolones i presenten una única 

mutació en la regió QRDR del gen gyrA, no havent-se trobat dobles mutants. 

Aquesta mutació pot localitzar-se en la Ser83 o en l’Asp87, tal com està 
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descrit. Les quatre mutacions detectades per seqüenciació corresponen a 

canvis ja coneguts. 

 

10. El nivell de susceptibilitat a les fluoroquinolones que presenten les 

soques de S. typhimurium estudiades es correspon amb el fet que presentin 

una única mutació en el gen gyrA, ja que s’ha descrit que una mutació en 

aquest gen, tant en la Ser83 com en l’Asp87, confereix un fenotip de 

resistència a l’àcid nalidíxic i de susceptibilitat reduïda a les quinolones 

fluorades. 

 

11. És de senyalar que, tant en E. coli com en S. typhimurium, s'ha trobat 

alguna soca que no conté cap mutació en els codons estudiats, però és 

resistent a alguna o a totes les quinolones. Aquestes soques són candidates 

de futurs estudis per tal de determinar el mecanisme de resistència. 

 

12. Tot i que les soques d’E. coli aïllades d’humans semblen estar menys 

relacionades entre elles que les d’animal, s’ha observat un elevat grau de 

relació entre les diferents soques estudiades. Tant les d’E. coli com les de S. 

typhimurium que pertanyen a un mateix grup, amb un elevat grau de SR, no 

tan sols solen tenir en comú la procedència i l’any d’aïllament, sinó que 

també mostren les mateixes característiques pel que fa a la presència de 

mutacions, susceptibilitat a quinolones i patró de resistència a diferents 

antimicrobians. 

 

13. Un bon disseny experimental per a futurs estudis en E. coli seria 

determinar, en primer lloc, els grups de relació segons les CB, escollir 

algunes soques de cada grup i determinar la seva susceptibilitat a 

quinolones i a altres antimicrobians, així com les mutacions presents en els 

gens gyrA i parC, mitjançant hibridació amb les sondes dissenyades. 

Finalment, comparar tots els resultats obtinguts i, en aquells casos en que no 

hi hagi concordància clara entre els diferents paràmetres analitzats, procedir 

a seqüenciar les regions QRDR d’aquests gens. Per a realitzar aquesta 

seqüenciació de forma ràpida, s’ha posat a punt un mètode de seqüenciació 
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directa des del producte amplificat per PCR. L’aplicació d’aquesta 

metodologia facilita enormement l’estudi d’una elevada quantitat de soques. 

 

14. Segons els nostres resultats, en S. typhimurium pot aplicar-se també 

l’esquema experimental indicat per a E. coli, però en aquest cas és més 

convenient realitzar un “cribatge” mitjançant hibridació de colònia o sondes 

FRET, per a detectar les possibles soques mutants en el gen gyrA i, 

posteriorment seqüenciar, quan sigui necessari, la regió QRDR d’aquest gen 

en els mutants, des del producte de PCR. 

 

15. Segons les dades obtingudes, l’acumulació de mutacions en els gens 

gyrA i parC d’E. coli o la presència d’altres mecanismes de resistència a 

quinolones no sembla tenir una elevada incidència entre els aïllats d’animals, 

sobretot si es compara amb la dels aïllats clínics estudiats. Igualment, les 

soques de S. typhimurium NalR d’animals no presenten una acumulació de 

mutacions i són majoritàriament sensibles a les fluoroquinolones. 
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