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"Between animal and human medicine there is no dividing line nor should there be.
The object is different but the experience obtained constitutes the basis of all medicine"

—Rudolf Virchow (1958)



Sinopsis

El concepto “One Health” ha resurgido internacionalmente en la dltima década con el
objetivo de abordar la salud y el bienestar desde un marco comun. En la actualidad se dan
una serie de circunstancias (el aumento exponencial de la poblacién mundial y de la
demanda de proteinas de origen animal, la globalizacién extrema, el transporte y comercio
internacionales, entre otras), que actuando de forma sinérgica, hacen que las relaciones
entre la salud del hombre, los animales y el medio ambiente sean més estrechas que nunca.
Por tanto, la existencia de problematicas globales requiere de la colaboracion inter, multi y
transdisciplinar por parte de profesionales, empresas privadas e instituciones
gubernamentales con dmbito de trabajo en todas las disciplinas involucradas, con el fin de
abordarlas desde un punto de vista integral, que permita el disefo y aplicacién de

programas de prevencion y control eficaces que limiten su impacto.

Englobado en este contexto, el propdsito de esta Tesis Doctoral es abordar
problemas tanto de Salud Publica y Sanidad Animal, como del sector agroalimentario en
Castilla y Ledn, estudiando la prevalencia y principales vias de transmisidn de cuatro
patdgenos emergentes que tienen un importante impacto en la economia de la regién: las
especies del género Mycoplasma involucradas en el sindrome de la agalaxia contagiosa
(AC), Staphylococcus aureus resistente a meticilina (SARM), Listeria monocytogenes y
Francisella tularensis. El estudio de estos patdgenos se enmarca dentro de la estrategia One
Health, ya que o bien constituyen un problema de seguridad alimentaria, causando una
disminucion en la disponibilidad de proteinas de origen animal (M. agalactiaey S. aureus), o
bien son agentes zoondsicos, contribuyendo ademas al origen y dispersién de la resistencia
a antibioticos (SARM), constituyendo un riesgo para la inocuidad de los alimentos (L.
monocytogenes) u originando un peligro de exposiciéon al medio ambiente (F. tularensis).
Los estudios realizados a lo largo de este trabajo doctoral han sido publicados en 9
manuscritos, desarrollados a través de la colaboracién interdisciplinar entre nuestro
instituto de investigacion, el Instituto Tecnoldgico Agrario de Castilla y Ledn (ITACyL), y el
Laboratorio Interprofesional Lacteo de Castilla y Ledn (LILCyL), la Facultad de Veterinaria de
la Universidad de Ledn, el Laboratorio Regional de Sanidad Animal (LRSA), el Complejo
Asistencial Universitario de Leén (CAULE), el Hospital Clinico Universitario de Valladolid, el
Aeropuerto Internacional de Bilbao y la Facultad de Ciencias de los Alimentos e Ingenieria

de Galati (Rumania).



La metodologia utilizada ha complementado los métodos microbioldgicos clasicos
con técnicas de epidemiologia molecular, con el fin de obtener un valor afnadido que
permita identificar los factores que, dentro del entorno fisico y ambiental, afectan al riesgo
de padecer una enfermedad determinada, y que son susceptibles de ser sometidos a una
intervencién preventiva por parte de las autoridades competentes. Asi, la deteccién
molecular de los patégenos se ha realizado mediante sistemas de PCR convencional y PCR
a tiempo real, y la caracterizacion gendmica de los mismos, mediante electroforesis en gel
de campo pulsado (PFGE), analisis multi-locus de repeticiones en tdndem de numero

variable (MLVA) y tipificacién multi-locus de secuencias (MLST).

En primer lugar, se investigdé la presencia de las cuatro especies del género
Mycoplasma causantes del sindrome de la AC y de S. aureus, en explotaciones de ganado
ovino de aptitud lactea de Castilla y Ledn. Dentro del marco de la estrategia One Health
estos patégenos tienen relevancia en el contexto de la seguridad alimentaria, ya que
causan pérdidas importantes en la produccién lactea de los rumiantes, siendo unas de sus
principales causas de mastitis. La presencia de las cuatro especies de micoplasmas fue
estudiada en 597 muestras de leche de los tanques de mezcla de 528 explotaciones, entre
julio del 2009 y abril del 2010. M. agalactiae fue la Unica especie observada, por lo que se
continud con su deteccién hasta en un total de 1.798 muestras de 1.313 explotaciones
localizadas en 12 provincias, 8 de ellas de Castilla y Ledn, del 2008 al 2010. Esta especie fue
detectada en todas las provincias estudiadas, con una prevalencia tras el enriquecimiento
de las muestras del 36,8% mediante PCR a tiempo real, y del 9,2% por observacion
microscopica tras el cultivo microbiolégico. Por otro lado, la caracterizacion gendémica de
410 aislados de M. agalactiae mediante PFGE, VNTR y MLST, mostré una gran
homogeneidad genética, perteneciendo todos ellos al genotipo st-10 por MLVA, y el 92%
de los mismos al ST-5 mediante MLST, lo que nos permite confirmar la presencia de una
poblacién endémica clonal en nuestro pais. Los resultados obtenidos en nuestros estudios
en ganado ovino, contrastan con la situacion observada en el ganado caprino, en el que se
detectaron las cuatro especies del género Mycoplasma, y los aislados de M. agalactiae
mostraron una diversidad genética elevada. Por tanto, la AC ovina y caprina cursan con una
epidemiologia diferente en Espaia. A su vez, la presencia de S. aureus se estudio en 486 de
las explotaciones, mostrando una prevalencia del 68,5%, lo que apunta a que ambos
patdgenos podrian estar causando grandes pérdidas econdmicas directas e indirectas en el
sector ovino de Castilla y Ledn. Asimismo la elevada prevalencia de S. aureus podria tener

implicaciones en Salud Publica, ya que frecuentemente porta genes de resistencia a



antibidticos, sin olvidar el aspecto de su poder patogénico vinculado a la produccién de
enterotoxinas, capaces de producir episodios de intoxicaciones alimentarias, aunque ese

ultimo aspecto no haya sido tratado en este trabajo.

En este sentido, la emergencia de microorganismos con resistencia a
antibidticos, constituye actualmente una de las mayores preocupaciones a nivel mundial,
debido a su gran impacto socio-econdmico y a sus implicaciones en materia de Salud
Publica, comprometiendo el tratamiento de enfermedades a medio y largo plazo. Por este
motivo, este es uno de los tres puntos prioritarios de la alianza OMS-OIE-FAQO dentro de la
estrategia One Health. En consecuencia, hemos estudiado la presencia de SARM desde una
aproximacion holistica, tanto en el &mbito animal, en las explotaciones de ganado ovino de
Castilla y Ledn, como en el clinico, en el CAULE. La presencia de linajes especificos de SARM
ha sido demostrada tanto en los animales de produccién, como en los productos
alimentarios asociados, razén por la que también hemos estudiado el papel de la venta e
importacién de alimentos de origen animal a la UE desde paises extracomunitarios, en la

diseminacion de SARM.

Los clones ST5 y ST125 (CC5-SARM-IV) fueron los mas prevalentes (76,5%) en el
CAULE durante los afos 2007-2008, lo que estd en concordancia con otros estudios
llevados a cabo a nivel nacional y confirma la presencia de una poblacién endémica clonal
en el entorno clinico espaiol. Por otro lado, detectamos por primera vez en Espafa la
presencia de un aislado SARM con el gen homélogo mecC en ganado (ovejas), de un total
de 601 aislados de S. aureus analizados procedentes de 229 explotaciones (0,4%). Este
descubrimiento tiene importantes implicaciones en la Salud Publica, ya que los métodos de
rutina que se utilizan en los hospitales para el diagndstico de SARM fallan en la deteccién
de la variante con el gen mecC, lo que puede derivar en el tratamiento inadecuado de los
pacientes y a la subestimacién de la prevalencia de SARM en el ambito hospitalario. Por
otro lado, se detectd la presencia de aislados de SARM de linajes asociados a la comunidad
(ST8-SARM-IV) y al ganado (ST398-SARM-IV/V), en las muestras decomisadas en el
Aeropuerto Internacional de Bilbao, y en un mercado gris en la frontera de Rumania con la
Republica de Moldavia, lo que demuestra que la importacién y la venta ilegal de alimentos
a la UE desde paises extracomunitarios constituyen rutas de diseminacién de
microorganismos con resistencia a antibidticos. Otra observacion interesante, es que a
pesar de que se detectaron linajes asociados al ganado (ST130-SARM-XI y ST398-SARM-

IV/V) en las explotaciones de ganado ovino de Castilla y Ledn, asi como la introduccién en



Espafia de aislados comunitarios (ST8-SARM-IV) a través de la importacion ilegal de
alimentos en vuelos extracomunitarios, ninguno de ellos fueron encontrados en el CAULE.
Estos resultados, junto con los obtenidos en otros estudios publicados previamente en el
entorno hospitalario espanol, sugieren que a pesar de la emergencia mundial de estos

linajes, su presencia por el momento es infrecuente en los hospitales de nuestro pais.

Otro aspecto importante en Salud Publica es el concepto de inocuidad
alimentaria, que implica que los alimentos tienen que ser seguros para la poblacion. Las
enfermedades de transmisién alimentaria representan un gran problema tanto econémico,
como de Salud Publica. De todas las enfermedades zoondsicas investigadas por la UE, la
listeriosis es responsable de los casos més graves, con una tasa de hospitalizacion y
mortalidad del 99,1% y 15,6%, respectivamente. Ademas, se ha observado por quinto afo
consecutivo una tendencia en el aumento de los casos en la UE-28, del 9,4% en el 2013 con
respecto al aho anterior. El estudio de L. monocytogenes es de especial interés en Espaia,
puesto que afecta a la Industria de Alimentacién y Bebidas, que es el primer sector
industrial en facturacion del pais y un importante generador de empleo, representando el
2,4% del PIB. Ademas, la listeriosis ha sido incluida como enfermedad de declaracidn
obligatoria (EDO) en nuestro pais en 2015. En este trabajo hemos investigado su presencia
en el ambiente clinico (CAULE) y en muestras de alimentos de origen animal que estan
siendo introducidas clandestinamente en nuestro pais a través de vuelos internacionales
procedentes de paises extracomunitarios, con el objetivo de conocer las caracteristicas

fenotipicas y genotipicas de los aislados que estan circulando.

El estudio de epidemiologia molecular de 17 aislados de L. monocytogenes
causantes de infecciones invasivas en el CAULE durante un periodo de nueve afnos (2006-
2014), demostro la existencia de un brote de listeriosis en Castilla y Ledn que no habia sido
detectado con anterioridad, lo que destaca el valor que aportan este tipo de estudios en la
deteccién prematura de brotes de listeriosis y en la localizacién de su origen, lo que
permite limitar su impacto y evitar la dispersidon del patégeno. Por otro lado, se detectaron
los mismos clones de L. monocytogenes en las muestras de alimentos decomisados a los
pasajeros del Aeropuerto de Bilbao, lo que confirma la existencia previamente descrita de

un nimero pequeno de clones prevalentes con distribucion mundial.

El ultimo patégeno estudiado, F. tularensis, se engloba en el marco de la estrategia
One Health, dentro de las zoonosis, como riesgo biolégico. La tularemia constituye el
ejemplo perfecto de que la salud del hombre, los animales, y el medio ambiente estan
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interconectadas. Este patdégeno fue el agente causal de dos de los mayores brotes de
tularemia en humanos descritos hasta el momento a nivel mundial, que tuvieron lugar en
Castilla y Ledn entre los aflos 1997-1998 y 2007-2008, afectando en conjunto a mas de
1.000 personas. En este trabajo realizamos un estudio de epidemiologia molecular desde
una aproximacion integral, estudiando los clones involucrados en la infeccién, tanto en los

animales como en el hombre.

Los resultados corroboraron que ambos brotes fueron causados por el mismo
grupo de genotipos relacionados, pertenecientes al subclado B.FTNF002-00, ampliamente
distribuido en Europa Central y Occidental. Este dato apunta a que la reemergencia de la
tularemia en Espafia en el afo 2007, tras 10 afos sin actividad epidemioldgica, no fue
causado por la introduccién de cepas exdticas, sino a la persistencia de reservorios locales
de infeccién hasta el momento desconocidos, lo que sugiere la existencia de focos locales
de tularemia en nuestra Comunidad Auténoma. Se detectaron los mismos genotipos de
Francisella tularensis tipo B en todos los hospedadores estudiados, humanos y animales,
por lo que no fue posible establecer qué especie o especies pudieran considerarse en

sentido estricto el reservorio fundamental del patégeno en periodos interepidémicos.

La aplicacion de la estrategia One Health al estudio de patégenos emergentes con
relevancia en Castilla y Ledn, tanto para la industria alimentaria como en el &mbito de la
Salud Publica y la Sanidad Animal, nos ha permitido extraer conclusiones importantes, que
permiten conocer la situacién actual de los mismos en nuestra Comunidad Auténoma,
ofreciendo informacién para el disefio y aplicacion de estrategias de prevencion y control
efectivas que permitan evitar la diseminacién de los patégenos y limitar su impacto. Estas
investigaciones no habrian sido posibles sin la accién coordinada entre instituciones y
profesionales de todos los ambitos implicados, que ha aportado un valor afadido a los

resultados obtenidos en esta Tesis Doctoral.






Abstract

The “One Health” concept has resurfaced worldwide in the last decade to tackle health and
welfare from a common framework. Nowadays, there are a number of circumstances (the
exponential increase of the world population and demand for animal protein, extreme
globalization, international transportation and trade, among others), that acting
synergistically, make relationships between human, animal and environmental health
closer than ever. Therefore, the existence of “wicked” problems requires inter, multi and
transdisciplinary collaboration among professionals, private companies and government
agencies within the field of work in all disciplines involved, in order to address them using a
holistic approach which enables the design and implementation of effective control and

prevention programs that limit their impact.

Encompassed in that context, the purpose of this Thesis is to address wicked
problems of Public and Animal Health, and the food industry in Castile and Leon, studying
the prevalence and main routes of transmission of four emerging pathogens that have an
important impact on the economy of the region: Mycoplasma spp. involved in the
contagious agalactia syndrome (CA), methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA),
Listeria monocytogenes and Francisella tularensis. The study of these pathogens is part of
the One Health strategy as they either constitute a problem of food security, causing a
decrease in the availability of animal proteins (M. agalactiae and S. aureus), or are zoonotic
agents, contributing to the origin and spread of antibiotic resistance (MRSA), or constitute a
risk to food safety (L. monocytogenes), or pose a risk of environmental exposure (F.

tularensis).

Studies along this doctoral work have been published in 9 manuscripts, developed
through interdisciplinary collaboration between our research institute, the “Instituto
Tecnoldgico Agrario de Castilla y Ledn” (ITACyL), and the “Laboratorio Interprofesional
Lacteo de Castilla y Ledn” (LILCyL), the Faculty of Veterinary Medicine of the University of
Ledn, the Regional Laboratory of Animal Health (LRSA), the University Hospital of Ledn
(CAULE), the University Hospital of Valladolid, the International Airport of Bilbao and the

Faculty of Food Science and Engineering in Galati (Romania).

Methodology included classical microbiological methods with molecular
epidemiology techniques in order to achieve an added value to identify the factors that, in
the physical and natural environment, affect the risk of developing a certain disease, and
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are susceptible to preventive intervention by the competent authorities. Thus, molecular
detection of pathogens was performed using conventional and real-time PCR systems, and
genomic characterization by pulsed-field gel electrophoresis (PFGE), multi-locus variable

number of tandem repeats analysis (MLVA) and multi-locus sequence typing (MLST).

First, we investigated the presence of the four Mycoplasma spp. causing CA and S.
aureus in dairy sheep farms in Castile and Leon. As part of the One Health strategy these
pathogens are relevant in the context of food security, since they cause major losses in
milk production of ruminants, being one of the main causes of mastitis. The presence of
four Mycoplasma spp. was studied in 597 milk samples from the mixing tanks of 528 farms,
between July 2009 and April 2010. M. agalactiae was the only species observed, so we
continued with its detection up to a total of 1,798 samples of 1,313 farms located in 12
provinces, including 8 of Castile and Leon, from 2008 to 2010. M. agalactiae was detected in
all the provinces studied, with a prevalence of 36.8% after enrichment of samples followed
by real-time PCR, and 9.2% by microscopic observation after microbiological culture.
Furthermore, the genomic characterization of 410 isolates by PFGE, MLST and VNTR
showed a high genetic homogeneity, all belonging to genotype st-10 by MLVA and 92% of
them to ST-5 by MLST, which confirms the presence of a clonal endemic population in our
country. Our results in sheep were in contrast to the situation observed in goats, in which
the four Mycoplasma spp. have been detected and M. agalactiae isolates showed high
genetic diversity. Therefore, ovine and caprine CA present a different epidemiology in
Spain. In turn, the presence of S. aureus was studied in 486 farms, showing a prevalence of
68.5%, which suggests that both pathogens could be causing large direct and indirect
economic losses in the sheep sector of Castile and Leon. Furthermore, the high prevalence
of S. aureus may have implications for Public Health, since this bacterium often carries
antibiotic resistance genes, not to mention its pathogenic power associated with
enterotoxin production, capable of producing episodes of food poisoning, although that

last point has not been discussed in this work.

The emergence of antibiotic resistant microorganisms is a major concern
worldwide because of its great socio-economic impact and implications for Public Health,
compromising the treatment of diseases in the medium and long term. For this reason, it is
one of the three priority issues of WHO-FAO-OIE alliance within the One Health strategy.
Accordingly, we studied the presence of MRSA by a holistic approach, in the animal

environment, on sheep farms in Castile and Leon, in clinical settings, and in the CAULE. The
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presence of specific lineages of MRSA has been demonstrated in both food animals and
their associated foodstuff. Consequently, we have also studied the role of illegal
importation and sale of foods of animal origin to the EU from non-EU countries, in the

dissemination of MRSA.

ST5 and ST125 (CC5-MRSA-IV) clones were the most prevalent (76.5%) in the
CAULE during the years 2007-2008, which is in line with other studies carried out at the
national level, and confirms the presence of an endemic clonal population in the Spanish
clinical environment. Furthermore, we detected for the first time in Spain the presence of
one isolate of MRSA harbouring the homologous gene mecC in livestock (sheep), from a
total of 601 S. aureus isolates in 229 farms (0.4%). This discovery has important implications
for Public Health, since routine methods used in hospitals for diagnosing MRSA fail to
detect the mecC gene, which lead to inappropriate treatment of patients and

underestimation of the prevalence of MRSA in hospitals.

On the other hand, community-associated and livestock-associated MRSA (CA-
MRSA, LA-MRSA) clones (ST8-MRSA-IV and ST398-MRSA-IV/V, respectively) were detected in
confiscated samples at the International Airport of Bilbao, and in a “grey” market in the
Romanian border with the Republic of Moldova, which shows that the illegal importation
and sale of foods to the EU from non-EU countries are routes of dissemination of antibiotic
resistant microorganisms. Another interesting observation is that although LA-MRSA
clones (ST130-MRSA-XI and ST398-MRSA-IV/V) were detected in sheep farms in Castile and
Leon, as well as the introduction in Spain of CA-MRSA isolates (ST8-MRSA-IV) through
illegal food imports in non EU-flights, none of these lineages were detected in the CAULE.
These results, along with those obtained in previous studies in the Spanish clinical settings,
suggest that despite the global emergence of these lineages, their presence at the moment

is uncommon in the hospitals of our country.

Another important aspect of Public Health is the concept of food safety, which
means that food must be safe for the population. Foodborne diseases are a major
economic and Public Health problem worldwide. Of all zoonotic diseases investigated by
the EU, listeriosis is responsible for the most serious cases, showing a hospitalization and
mortality rate of 99.1% and 15.6%, respectively. Moreover, it has been observed for the fifth
consecutive year a trend in the increase of cases in the EU-28, of 9.4% in 2013 over the
previous year. The study of L. monocytogenes is of special interest in Spain, since it affects
the food and beverage industry, which is the first industrial sector of the country in
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turnover and an important generator of employment, accounting for 2.4% of GDP.
Furthermore, listeriosis has been included as a notifiable disease (EDO) in our country in
2015. In this work, we investigated its presence in the clinical setting (CAULE), and in food
samples of animal origin being smuggled into our country through international flights
from non-EU countries, to study the phenotypic and genotypic characteristics of isolates

that are circulating in our country.

The molecular epidemiology study of 17 isolates of L. monocytogenes causing
invasive infections in the CAULE for a period of nine years (2006-2014), demonstrated the
existence of an outbreak of listeriosis in Castile and Leon that had not been previously
detected. This discovery highlights the value of this type of study in the early detection of
outbreaks of listeriosis and of its origin, limiting their impact and avoiding the spread of the
pathogen. On the other hand, the same clones of L. monocytogenes were observed in food
samples confiscated from passengers at Bilbao’s Airport, which confirms the previously

described existence of a small number of prevalent clones with worldwide distribution.

The last pathogen which was studied, F. tularensis, is included as part of the One
Health strategy within zoonosis, as a biohazard. Tularemia is the perfect example which
shows that human, animal and environmental health are closely interconnected. This
pathogen was the causative agent of two of the largest human tularemia outbreaks
described so far worldwide, which took place in Castile and Leon in 1997-1998 and 2007-
2008, affecting altogether over 1,000 people. In this work, we performed a molecular
epidemiology study from a comprehensive approach, studying the clones involved in

infection in both, animals and humans.

The results confirm that both outbreaks were caused by the same group of closely
related genotypes belonging to subclade B.FTNF002-00, which is widely distributed in
Central and Western Europe. These data suggest that the re-emergence of tularemia in
Spain in 2007, after 10 years of epidemiological silence, was not caused by the introduction
of an exotic strain, but by the persistence of local reservoirs of infection hitherto unknown,
which suggests the existence of local foci of tularemia in our region. The same genotypes of
Francisella tularensis type B were detected in all studied hosts, humans and animals, so it
was not possible to establish what species might be considered the fundamental reservoir

of the pathogen in inter-epidemic periods.



The implementation of the One Health strategy to study emerging pathogens with
relevance in Castile and Leon, both for the food industry and in the field of Public and
Animal Health, has enabled us to draw important conclusions that allow us to understand
the current situation in our region, providing information for the design and
implementation of effective control and prevention strategies to prevent the spread of
pathogens and limit their impact. This research would not have been possible without the
coordinated action between institutions and professionals from all areas involved, which

has provided an added value to the results obtained in this Thesis.
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Listado de abreviaturas

AC Agalaxia contagiosa

ADN Acido desoxirribonucleico

AFLP Polimorfismos en la longitud de fragmentos amplificados

APPCC Andlisis de Peligros y Puntos de Control Criticos

ARN Acido ribonucleico

BOCyL Boletin Oficial de Castillay Le6n

BOE Boletin Oficial del Estado

CA-MRSA Staphylococcus aureus resistente a meticilina asociado a la comunidad
canSNP Polimorfismos de un solo nucleétido canénicos

CAULE Complejo Asistencial Universitario de Le6n

CcC Complejo clonal

CHAB Agar corazén cisteina con sangre chocolatizada al 9%

ECDC European Centers for Disease Control and Prevention

EDO Enfermedad de Declaracién Obligatoria

EFSA European Food Safety Authority

FAO Organizacién de las Naciones Unidas para la Alimentacién y la Agricultura
FDA U.S. Food and Drug Administration

GISA Staphylococcus aureus con susceptibilidad intermedia heterogénea a

glucopéptidos

HA-MRSA Staphylococcus aureus resistente a meticilina asociado al ambito
hospitalario

indels Inserciones y deleciones

ITACyL Instituto Tecnolégico Agrario de Castillay Ledn

kpb Kilo pares de bases

LA-MRSA Staphylococcus aureus resistente a meticilina asociado al ganado

LILCyL Laboratorio Interprofesional Lacteo de Castillay Ledn

LRSA Laboratorio Regional de Sanidad Animal de Castilla y Ledn

LVS Cepa viva atenuada de Francisella tularensis subsp. holarctica

MLST Tipificacidon multi-locus de secuencias

MLVA Analisis multi-locus de repeticiones en taindem de ndmero variable

OIE Organizacién Mundial de Sanidad Animal

OMS Organizacién Mundial de la Salud

pb Pares de bases
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PCC
PCR
PFGE
PVL
SARM
SASM
SCCmec
ST
TTP
TTIP
UE
ufc
VNTR
WGS

Puntos de control critico

Reaccién en cadena de la polimerasa
Electroforesis en gel de campo pulsado
Leucocidina de Panton-Valentine
Staphylococcus aureus resistente a meticilina
Staphylococcus aureus sensible a meticilina
Casete cromosomico estafilococico mec
Tipo de secuencia

Tratado de Asociacion Transpacifico

Tratado Transatlantico de Comercio e Inversiones
Unién Europea

Unidades formadores de colonia
Repeticiones en tdndem de nimero variable

Secuenciacién del genoma completo
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Capitulo 1

Introduccion






1.1 El concepto “One Health”

El concepto "One Health", "Una Sola Salud", o brevemente “Una Salud”, se define como “el
valor ahadido, en términos de mejor salud y bienestar humano y animal, ahorro econdmico
y mejores servicios ambientales, que se obtiene a través de la colaboracién inter, multi y
transdisciplinar entre profesionales e instituciones relacionadas con la Salud Publica, la
Sanidad Animal, y otras disciplinas relacionadas, y que va mas alld de los resultados que
podrian ser obtenidos de forma independiente por cada una de las partes que lo
conforman” (Zinsstag y cols., 2015). El término One Health fue acufiado a finales de los afios
90, a raiz de la amenaza potencial de pandemia de la influenza aviar altamente patdgena,
con el fin abordar el problema desde una aproximacion holistica. Esta vision ha sido
articulada a nivel internacional, a través de la alianza concertada de la Organizacién
Mundial de la Salud (OMS), la Organizacién de la Naciones Unidas para la Alimentacién y la
Agricultura (FAO), y la Organizacién Mundial de Sanidad Animal (OIE), en lo que se
denomina "el tripartito”, con el propdsito de abordar la salud y bienestar desde un marco
comun, definiendo claramente sus responsabilidades y objetivos. Actualmente, existen tres
lineas prioritarias de actuacidon dentro de la estrategia One Health: la rabia, los virus
zoondsicos de la influenza y la resistencia a los antimicrobianos (www.oie.int; www.who.int;

www.fao.org).

A pesar de que el concepto One Health no es nuevo, el término ha sido acunado y
ha adquirido una gran relevancia internacional recientemente, debido a la toma de
conciencia colectiva sobre el vinculo existente entre las enfermedades animales, la salud
humana, y el medio ambiente en el que tienen lugar las interacciones entre ellos, en lo que
ha sido denominado la interfaz hombre-animal-medio ambiente. Un claro reflejo de este
vinculo, es que al menos el 60% de todos los patégenos humanos son zoondsicos,
representando estos Ultimos el 75% de todos los patdgenos emergentes en el hombre, y
ocasionando enfermedades de gran relevancia como el sindrome respiratorio agudo grave,
la gripe aviar, el sindrome de inmunodeficiencia adquirida, la enfermedad por el virus del
Ebola, la fiebre del Nilo occidental, o la infeccién por el virus Nipah, entre otros (WHO 2005,
The Control of Neglected Zoonotic Diseases; Woolhouse y Gowtage-Sequeria, 2005;
www.who.int/zoonoses). Existen muchos factores que han contribuido a la creciente
necesidad de abordar los temas de Salud Publica desde el marco de la estrategia One
Health. Algunos de los mas importantes son: i) la globalizacién, que ha supuesto una

intensificacion de los viajes y el comercio internacionales, haciendo que los patégenos



puedan diseminarse en menos de 24 horas por todo el planeta; i) el cambio climatico, que
ha permitido la colonizacién de los territorios nuevos por especies exéticas; iii) el aumento
de la poblacion mundial, que ha propiciado la colonizacién de nuevos habitats, un
aumento en la densidad de poblacién, y la necesidad de llevar a cabo estrategias de
agricultura y ganaderia intensivas para satisfacer las necesidades mundiales de
alimentacién y nutricidn; iv) los cambios en las conductas sociales, como el aumento en la
adopcién de mascotas (tanto animales domésticos como exdticos), que abre las puertas a
la transmision de enfermedades a través del contacto entre los animales de compania y sus
duenos, o el cambio en los habitos de consumo, como el aumento exponencial que ha
sufrido del mercado de productos listos para el consumo, los cuales poseen un mayor

riesgo microbiolégico inherente (www.cdc.gov/onehealth).

Por lo tanto, el enfoque o estrategia One Health implica la integraciéon de multiples
disciplinas, e incluye no solo a los patégenos causantes de zoonosis, los cuales tienen un
efecto evidente sobre la Salud Publica, sino a todos aquellos factores que, de forma directa
o indirecta, tienen consecuencias negativas sobre ella o pueden ser utilizados para
mejorarla. De esta manera, esta estrategia también engloba a las enfermedades animales
no transmisibles al hombre que tienen efectos negativos en la produccién de proteinas de
origen animal, y en general en la disponibilidad de productos alimentarios de alta calidad
nutricional, ya que tienen importantes repercusiones en la salud de las poblaciones
(principalmente en paises en vias de desarrollo), e incluso a la Medicina y Sanidad Animal
como modelo de estudio de enfermedades humanas, o su utilizacion como indicadores de
agentes o condiciones peligrosas para la Salud Publica. En la Figura 1, que es una
adaptaciéon del denominado “One Health Umbrella”, recientemente desarrollado por el
equipo “One Health Sweden” en cooperacion con la “Iniciativa One Health”, se representan

todos los aspectos relevantes de este movimiento (www.onehealthinitiative.com).

La estrategia One Health se encuentra en la fase inicial de implementacién, y aun
quedan muchos esfuerzos para articular de forma efectiva esta ambiciosa iniciativa. El
deseable éxito de este enfoque implica cambios a varios niveles, desde los que afectan a la
perspectiva y el compromiso de las partes involucradas, a cambios en la planificacion y
comunicacién, en la organizacidén y en las capacidades de los profesionales, en la aplicacion
de los proyectos y la obtencion de resultados, y finalmente en la sostenibilidad del cambio
y el impacto (Hueston y cols., 2013). Esto a su vez implica a una gran diversidad de

profesionales e instituciones de distintos campos, incluyendo el &mbito de la investigacion
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en salud humana, Sanidad Animal y sostenibilidad del medio ambiente, pero también a las
ciencias humanas y politicas. Un reciente estudio llevado a cabo por Hueston y cols. (2013)
ha puesto de manifiesto que para la adopcion generalizada de esta iniciativa, se necesita
llevar a cabo mayores esfuerzos estratégicos, reclutar un grupo mas amplio de lideres en
One Health, consolidar las asociaciones que se han establecido y unificar esfuerzos.
Ademas, un factor esencial es el establecimiento de vias de comunicacién entre todos los

profesionales e instituciones publicas y privadas que tienen relacién directa o indirecta con
la Salud Publica.
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Figura 1. Aspectos relevantes de la estrategia One Health. Adaptacién del “One Health Umbrella”
desarrollado por el equipo “One Health Sweden” en cooperacién con la “Iniciativa One Health”

A pesar de que histéricamente han existido claros nexos de unidn entre los
médicos y los veterinarios, el aumento en la especializacién y la creacion de instituciones
de investigacion, fuentes de financiacion y dérganos de gobierno independientes, ha
llevado en muchos casos a una pérdida de la comunicacién, y consecuentemente, a una
simplificacién a la hora de tratar la salud y el bienestar del hombre y de los animales. Esta
aproximacién reduccionista lleva, en muchos casos, a perder la perspectiva global del
problema, y tiene consecuencias negativas tanto a nivel econdmico como en materia de
Salud Publica. Dos claros ejemplos de este hecho son los brotes de fiebre Q y fiebre del

valle del Rift en humanos que tuvieron lugar en Holanda y Mauritania, respectivamente, y



gue podrian haber sido prevenidos, o al menos se podria haber limitado su impacto, si los
ganaderos y las autoridades veterinarias hubieran alertado de la presencia de los
patdégenos en las explotaciones de cabras y vacas de la zona (Digoutte y cols.,, 1999;
Zinsstag y cols., 2007; Enserink y cols., 2010). En este sentido, se estén llevando a cabo
diversos eventos como reuniones, conferencias y nuevas iniciativas con el fin de fomentar
la comunicacion entre todas las partes implicadas (Bousfield y Brown, 2011; Papadopoulos
y Wilmer, 2011), contexto en el que pretenden integrarse los estudios realizados en esta
Tesis Doctoral, pues estos se han desarrollado a través de relaciones interdisciplinares entre
nuestra institucién, el "Instituto Tecnolégico Agrario de Castilla y Ledn" (ITACyl), y
profesionales, universidades, empresas privadas e instituciones gubernamentales
relacionadas con la salud humana y la Sanidad Animal, tanto en Espafa como en la UE, con
especial énfasis en la Comunidad Auténoma de Castilla y Ledn (el Laboratorio
Interprofesional Lacteo de Castilla y Ledn (LILCyL), la Facultad de Veterinaria de la
Universidad de Ledn, el Laboratorio Regional de Sanidad Animal (LRSA), el Complejo
Asistencial Universitario de Leén (CAULE), el Hospital Clinico Universitario de Valladolid, el
Aeropuerto Internacional de Bilbao y la Facultad de Ciencias de los Alimentos e Ingenieria
de Galati (Rumania)), y siempre con una clara vocacién de abordar estas investigaciones

desde una perspectiva multidisciplinar e integradora.



1.2 Relevancia de los patogenos emergentes en Castilla y

Leon objeto de estudio de esta Tesis Doctoral

El propésito de esta Tesis Doctoral es dar respuesta a problemas tanto de Salud Publica,
como de los sectores ganadero y alimentario en Castilla y Leon, desde el marco de la
estrategia One Health, estudiando la prevalencia, tanto a nivel clinico como animal, y las
principales vias de transmisidon zoondsica, de cuatro patdgenos emergentes que tienen un
importante impacto tanto en la Salud Publica como en la Sanidad Animal y en la economia
de la region: las especies del género Mycoplasma involucradas en el sindrome de la
agalaxia contagiosa (AC), Staphylococcus aureus resistente a meticilina (SARM), Listeria
monocytogenes y Francisella tularensis. Los patdgenos objeto de estudio se enmarcan
dentro del movimiento One Health dado que, o bien constituyen un problema de
seguridad alimentaria, causando una disminucién en la disponibilidad de proteinas de
origen animal, o bien son agentes zoondsicos, contribuyendo ademds al origen vy
dispersién de resistencias a antibidticos, constituyendo un riesgo para la inocuidad de los

alimentos, u originando un peligro de exposicién al medio ambiente (Figura 2).

La metodologia utilizada para la consecuciéon de los objetivos ha complementado
los métodos microbioldgicos clasicos, que siguen siendo a dia de hoy fundamentales para
la confirmacion de las enfermedades mediante el aislamiento del agente etioldgico, desde
la formulacién de los postulados de Robert Koch, con técnicas desarrolladas en los tltimos
anos de epidemiologia molecular, con el fin de obtener un valor afadido que permita
identificar los factores que, dentro del entorno fisico y ambiental, afectan al riesgo de
padecer una enfermedad determinada y que son susceptibles de ser sometidos a una
intervencién preventiva por parte de las autoridades competentes. Desde que el término
epidemiologia molecular fue acufado en 1973 por Edwin D. Kilbourne, en su articulo
titulado "The molecular epidemiology of influenza" (Kilbourne 1973), su aplicacién ha
supuesto toda una revolucion tanto en la investigacion como en el dmbito de la practica
clinica. El avance espectacular de las técnicas moleculares en las Ultimas décadas ha
permitido la deteccién precoz de brotes y del origen de los mismos, nuevos métodos de
diagnéstico clinico mas rapidos, sensibles y especificos, el estudio de las caracteristicas
genéticas de los linajes asociados con mas frecuencia a enfermedad, estudios de genética
de poblaciones, conocer los mecanismos moleculares involucrados en el éxito evolutivo de

determinados patégenos, y otras muchas aplicaciones que han salvado incontables vidas.



En este contexto, en los estudios realizados en el seno de esta Tesis Doctoral se han
utilizado una serie de herramientas moleculares tanto para la deteccién de los patdgenos,
gue se ha realizado mediante sistemas de reaccidén en cadena de la polimerasa (PCR)
convencional y PCR a tiempo real, como para la caracterizacion genémica de los mismos,
mediante electroforesis en gel de campo pulsado (PFGE), repeticiones en tandem de
numero variable (VNTR), también denominado analisis multi-locus de repeticiones en
tdndem de numero variable (MLVA) vy tipificacién multi-locus de secuencias (MLST),

dependiendo del ambito geografico y temporal del estudio.

Tanto las especies del género Mycoplasma involucradas en la AC, como S. aureus,
tienen un gran impacto en el sector ovino de Castilla y Ledn, siendo una de las principales
causas de mastitis y causando grandes pérdidas econdmicas (www.magrama.gov.es). El
sector ovino de leche en esta Comunidad Auténoma es uno de los mas importantes de
Europa, produciendo el 60% de la leche de oveja de Espana, la cual a su vez ocupa la
segunda posicion en numero de cabezas de ganado ovino entre los 28 paises miembro de
la UE (20% del total) (MAGRAMA. Caracterizacion del sector ovino y caprino en Espafia
2013). Estos patdgenos también poseen relevancia en materia de Salud Publica, ya que M.
agalactiae causa la reduccién, o incluso la supresion total de la produccién lactea en las
fases agudas del sindrome (Lambert, 1987; Bergonier y cols., 1997), lo que supone una
disminucién en la disponibilidad de proteinas de origen animal, y por lo tanto un riesgo
para la seguridad alimentaria, tanto desde el punto de vista del abastecimiento, como por
otras causas indirectas. Por su parte, S. aureus, y especialmente SARM, constituyen a dia de
hoy una de las mayores preocupaciones en Salud Publica, no solo en Castilla y Ledn, sino a
nivel mundial. Aparte de suponer un enorme gasto, que ha sido estimado en 380 millones
de € anuales para los sistemas sanitarios europeos (Kdck y cols,, 2010), pone en grave
riesgo el tratamiento de enfermedades a medio y largo plazo debido a la diseminacion de
la resistencia a antibiéticos, uno de los puntos prioritarios de la estrategia One Health

(www.oie.int).

Otro de los patégenos zoondsicos estudiados en esta Tesis Doctoral, L.
monocytogenes, presenta gran relevancia en Salud Publica debido, por un lado, a su
elevada tasa de mortalidad, que asciende hasta el 30% y mas de los pacientes afectados
con el condicionante comun del riesgo asociado a situaciones de inmunodepresién
(Rocourt y Bille, 1997), y por otro lado, al aumento de la incidencia de infecciones de

transmisién alimentaria asociadas a este patégeno en los ultimos cinco afios (EFSA, 2015).



L. monocytogenes constituye una de las principales preocupaciones para la industria
alimentaria, debido a los elevados costes que produce en el sector por el decomiso y la
destruccidn de los lotes que superan los niveles de presencia del patégeno marcados por la
ley. Por tanto, el estudio de este patdgeno es de especial interés en Espana, y
particularmente en Castilla y Ledn, ya que la industria de la alimentacidén tiene un gran
peso econdmico en nuestra Comunidad Auténoma, suponiendo alrededor del 10% de las
ventas netas anuales de productos alimentarios en Espafa, por un valor aproximado de
9.000 millones de € (MAGRAMA, Informe Industria Alimentaria 2013-2014). Ademas, la
listeriosis no ha sido enfermedad de declaracién obligatoria (EDO) en nuestro pais hasta
este ano 2015 (BOE, num. 65, 17 de marzo de 2015, pags. 24012-24015), por lo que se
conocen muy pocos datos sobre su prevalencia y los linajes taxondmicos y filogenéticos

que estan circulando.

El dltimo patdégeno zoondsico estudiado, F. tularensis, es el paradigma de por qué
es tan necesaria la implementacién de la estrategia One Health. Este patégeno fue el
agente causal de dos de los mayores brotes de tularemia en humanos descritos hasta el
momento a nivel mundial, que tuvieron lugar en Castilla y Leén entre los afios 1997-1998 y
2007-2008, afectando en conjunto a mas de 1000 personas (De Mateo y cols., 1998; Martin
y cols., 2007; Allue y cols., 2008). F. tularensis es capaz de infectar a mas de 300 especies
animales, utilizando a algunas de ellas como reservorios o vectores en la transmisién de la
enfermedad (Keim y Wagner, 2009), ademas de la potencial utilizacién de reservorios
ambientales, como el agua (Ellis y cols.,, 2002; Ughetto y cols, 2015). Por tanto, es
fundamental su estudio desde una aproximacion integral, investigando los clones
involucrados en la infeccién, tanto en los animales como en el hombre, con el fin de
identificar los principales reservorios animales y ambientales y adoptar medidas de

prevencién y control apropiadas.

En los apartados que siguen de esta memoria, se describen la etiologia y
principales caracteristicas de los patégenos objeto de estudio de esta Tesis Doctoral y de
las enfermedades que ocasionan, asi como su epidemiologia, diagnéstico y tratamiento, y
programas de prevencion y control, dentro del contexto en el que tienen relevancia en el

marco de la estrategia One Health.



Figura 2. Relevancia en Espaia, y particularmente en Castilla y Leén, de los cuatro patégenos estudiados en esta Tesis Doctoral dentro del marco de la
estrategia One Health
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1.3 Patogenos con relevancia en la disponibilidad de

proteinas de origen animal

1.3.1 Mycoplasma spp. y agalaxia contagiosa

Etiologia y principales caracteristicas

Hasta el momento, se han descrito cuatro especies del género Mycoplasma involucradas en
el desarrollo del sindrome de la agalaxia contagiosa (AC). Aunque se considera que M.
agalactiae es el principal agente etioldgico, se ha observado que M. mycoides subsp. capri,
M. capricolum subsp. capricolum y M. putrefaciens también son capaces de causarlo
especialmente en el ganado caprino, donde son mas prevalentes (Bergonier y cols., 1997;
Corrales y cols., 2007). El Comité Internacional de Sisteméatica de Procariotas, engloba estas
cuatro especies en el género Mycoplasma, que pertenece taxondmicamente a la clase
Mollicutes (literalmente de pared “blanda”), integrada por los microorganismos vivos
auténomos mas pequefos capaces de auto-replicarse (Bergey's Manual of Systematic
Bacteriology, second edition, vol. 4). Estos microorganismos se caracterizan por no poseer
pared celular, tener genomas muy pequefios con un bajo contenido en guanina y citosina,
y mostrar necesidades nutricionales exigentes para su crecimiento. En la actualidad existe
cierta controversia sobre la clasificacién de estas especies, ya que los estudios filogenéticos
posteriores han demostrado que M. mycoides subsp. capri y M. capricolum subsp.
capricolum estan evolutivamente mas relacionadas con el género Spiroplasma, en el orden
Entomoplasmatales, que con resto de miembros del género Mycoplasma (Manso-Silvan y
cols., 2007, 2009; Shahram y cols., 2010). Estos estudios sitian M. mycoides subsp. capriy M.
capricolum subsp. capricolum en el subgrupo filogenético M. mycoides, dentro del grupo
Spiroplasma, y a M. putrefaciens estrechamente relacionado con este subgrupo. A la especie
M. agalactiae la colocan en el grupo Hominis, el cual estd alejado filogenéticamente del

grupo Spiroplasma (Gémez-Martin y cols., 2013).

El sindrome de la AC es, junto con la perineumonia contagiosa bovina y la
perineumonia contagiosa caprina, una de las tres enfermedades inducidas por especies del
género Mycoplasma que afectan a rumiantes, de declaracién obligatoria a la OIE debido a
su impacto socio-econémico (Chazel y cols., 2000; Kumar y cols., 2014). El sindrome fue
descrito por primera vez en 1816 en Italia por Metaxa, y fue denominado AC por Brusasco

en 1971, debido a que es altamente contagioso y normalmente cursa con la reduccién de la
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produccion lactea. El patégeno puede ser transmitido facilmente a través del contacto
directo con secreciones auriculares, nasales u oculares, heces, orina, y exudados de lesiones
articulares (Gomez-Martin y cols., 2012). La transmisién vertical, de la madre al feto, a través
de calostro y leche contaminadas, y la sexual, mediante el semen de machos infectados,
han sido también confirmadas (Lambert, 1987; Gomez-Martin y cols.,, 2012). La AC se
caracteriza a nivel clinico por la aparicién de mastitis, artritis, queratoconjuntivitis, y
ocasionalmente abortos (Lambert, 1987; De la Fe y cols., 2005). El sindrome causa pérdidas
econdmicas muy notables debido a la reducciéon o incluso supresién total de la produccion
de leche (agalaxia), a la aparicion de abortos, a sus elevadas tasas de morbilidad y
mortalidad, y a los costes asociados con el diagnostico, tratamiento y prevencion, y se
estima que superan los 20 millones de € anuales en los paises europeos que forman la
Cuenca Mediterrénea, donde la enfermedad es endémica (Lambert, 1987; Bergonier y cols,,

1997; Nicholas, 2002).

Con todo ello, la consecuencia mds importante, y lo que le da relevancia dentro del
movimiento One Health a pesar de tratarse de un patdgeno animal no zoondsico, son las
pérdidas ocasionadas en la produccién lactea. En este sentido, existe muy poca
informacion sobre el impacto que tienen las enfermedades endémicas del ganado, y en
general de las enfermedades no infecciosas, a pesar de que de forma indirecta tienen
importantes repercusiones en la Salud Publica y economia de las poblaciones. En este
sentido, la OIE estima que la morbilidad y mortalidad causada por las enfermedades
animales causa la pérdida de al menos el 20% de la produccién ganadera a nivel mundial,
lo que representa 60 millones de toneladas de carne y 150 millones de toneladas de leche,
por un valor aproximado de 300.000 millones de $ al afo (www.rr-

africa.oie.int/en/news/index.html).
Epidemiologia de la agalaxia contagiosa

La AC tiene su mayor incidencia en los paises de la Cuenca Mediterranea, donde se
considera endémica, aunque se encuentra ampliamente distribuida en los cinco
continentes: en la Cuenca Mediterrdnea en Europa, en el oeste de Asia, en paises del
centro, norte y este de Africa, y en Estados Unidos y Brasil en el continente americano
(Kinde y cols., 1994; De Azevedo y cols., 2006; Al-Momani y cols., 2011). De esta forma, el
sindrome ha sido detectado en Australia, Bulgaria, Espana, India, Irdn, Iraq, Jordania,
Turquia, Mongolia, Nigeria, Rusia, Senegal, Serbia, Sudan y Suiza, siendo endémico en
muchas partes del mundo (Figura 3) (Kumar y cols., 2014). La presencia de este sindrome en
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Africa, y en general en los paises en vias de desarrollo, tiene una especial relevancia en el
contexto de la estrategia One Health, ya que no solo presenta consecuencias econdmicas
directas por caida de producciones, sino que ademas, reduce la disponibilidad de proteinas
en las familias, constituyendo un problema de seguridad alimentaria. Se estima que el 70%
de los hogares rurales pobres, que representan a 800 millones de personas en todo el
mundo, poseen animales que con frecuencia son su principal fuente de ingresos, y en los
qgue la muerte de un solo animal puede tener consecuencias draméticas (www.rr-

africa.oie.int/en/news/index.html).

Figura 3. Distribucién mundial de la agalaxia contagiosa

En los ultimos anos la AC estd emergiendo en muchos paises. En Estados Unidos,
M. agalactiae fue asociado por primera vez con un brote de AC en 1994 (Kinde y cols.,
1994). En Brasil, el patdgeno se aisldé también por primera vez en dos brotes que tuvieron
lugar en el 2006, causando una tasa alta de morbilidad y mortalidad (De Azevedo y cols.,
2006). En Francia, el sindrome ha reaparecido en la base de los Pirineos occidentales
ocasionando 98 nuevos brotes en 2008, a pesar de las continuas medidas sanitarias que
habian sido aplicadas en la zona (Chazel y cols., 2010). Ademas, se ha confirmado
recientemente la presencia de M. agalactiae en una cabra con infeccién subclinica en Gales
(Notifiable diseases, 2014). Este hecho tiene gran importancia, ya que es la primera vez que
se observa la presencia del patdégeno en el Reino Unido, pais que posee el mayor nimero

de cabezas de ganado ovino entre los 28 miembros de la UE (28%).
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En Espafia, la AC es una de las enfermedades més antiguas que se conocen. Ya en
1574, en las Leyes y Ordenanzas del Honrado Concejo de la Mesta, organizacién de
pastores que fue creada en 1273 por Alfonso X el Sabio, se menciona una enfermedad del
ganado ovino que cursa con la supresion de la produccién lactea (Diez-Navarro y cols,,
1994). En 1974, el Dr. Felix Talegén Heras publicé en las hojas divulgadoras del antiguo
Ministerio de Agricultura un informe sobre la “agalaxia contagiosa de ovejas y cabras”, en el
que queda patente que ya por aquel entonces la AC constituia un problema grave en las
explotaciones de ovino y caprino de Espafia, y en particular de Castilla y Ledn. En el mismo,
se recogian los datos del “Boletin Zoosanitario” publicado por la otrora Subdireccién
General de Sanidad Animal, y presenta un listado de las provincias afectadas por la
enfermedad durante los afios 71, 72 y 73, apareciendo un total de 25, 16 y 25 provincias
afectadas, respectivamente, de las cuales 7, 6 y 7 pertenecian a Castilla y Ledn (Talegén-
Heras, 1974). Como medida de control a esta circunstancia, en los Boletines Oficiales del
Estado (BOE) de los afnos 72, 73 y 75, se “declaraban las provincias de tratamiento
obligatorio contra la AC a la vista de los informes epizootioldgicos suministrados por los
servicios veterinarios de Sanidad Animal y Jefaturas Provinciales de Produccion Animal”,
entre las que figuraban un total de 9, 17, y 29 provincias (4, 6, y 8 pertenecientes a Castillay
Ledn) (BOE, num. 188, 7 de agosto de 1972, pags. 14311-2; BOE, nim. 244, 11 octubre 1973,
pags. 19674-5; BOE, num. 35, 10 febrero 1975, pags. 2810-1). Ya en la década de los 80,
como parte de los estudios de Tesis Doctoral de Amparo Goncer Coca, dirigidos por el Prof.
Elias F. Rodriguez Ferri, se analizaron entre 1980 y 1983 un total de 745 muestras de leche
de 20 provincias {(con mayor representacién de muestras de Toledo, Valladolid y Cuenca), y
en el periodo 1984-1986, otras 336 muestras de leche de 13 provincias (principalmente de
Madrid, Toledo y Cuenca). De ellas aislaron un total de 141 cepas de Mycoplasma spp.,
siendo Valladolid la segunda provincia con mayor nimero de cepas aisladas (11,3%), por
detras de Toledo (26,24%). Por otro lado, la AC ha sido ampliamente estudiada en el
ganado caprino de nuestro pais por el grupo de investigacion liderado por el Prof. José
Bismarck Poveda Guerrero, que durante las Ultimas tres décadas ha estudiado la situacién
del sindrome en varias regiones, incluyendo las Islas Canarias, Extremadura y la region
murciano-granadina (Real y cols., 1994; Gil y cols., 1999; Assunc¢ao y cols., 2004; Corrales y
cols., 2004; De la Fe y cols., 2005, 2007). Uno de sus estudios microbiolégicos llevado a cabo
entre 2001 y 2002 en explotaciones de ganado caprino, revelé que el 38,5% de las
explotaciones eran positivas a la presencia del patégeno, y en el 40% de los casos el
microorganismo aislado fue M. agalactiae (De la Fe y cols., 2005). En conjunto, todos estos

resultados sugieren una prevalencia elevada del patdgeno en Espafa, que tiene por su
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parte gran relevancia para Castilla y Ledn, ya que es la Comunidad que presenta la mayor
produccion de leche de oveja del pais. Consecuentemente, en este trabajo hemos
estudiado la situacion actual de la AC en explotaciones de ganado ovino de Castilla y Ledn,
con el propdsito de ofrecer informacién que permita a los responsables de Sanidad Animal

tomar medidas para el control y la prevencion de la enfermedad.
Diagndstico y tratamiento

El diagnoéstico de la AC se basa en primera instancia en la observacién de su cuadro clinico:
lesiones articulares, mastitis, queratoconjuntivitis, disminucién de la produccién lactea
(hasta agalaxia), y/o el aumento en la tasa de abortos y muertes fetales. En los casos
sospechosos, se recogen muestras biolégicas (exudados articulares, sangre, leche, semen,
orina, y/o secrecion auricular, nasal, ocular o vaginal) de los animales potencialmente
infectados (Corrales y cols., 2007; Gdmez-Martin y cols., 2012). La deteccidn de las especies
de Mycoplasma causantes de la AC se puede llevar a cabo mediante diversas metodologias,
que incluyen el uso de técnicas microbioldgicas, el diagnostico seroldgico, y técnicas de
deteccion molecular (Kumar y cols., 2014). En general, se recomienda el uso de las técnicas
de deteccion molecular, ya que la identificacion microbiolégica tiende a subestimar la
prevalencia debido a los exigentes requisitos de crecimiento de los micoplasmas, y la
serologia no es un método apropiado en areas donde se realiza de forma habitual la
vacunacion sistematica de los rebafios, como es el caso de Espaia. En cualquier caso, el
aislamiento y caracterizaciéon microbiolégica no debe ser sustituido, sino complementado

por otras técnicas.

En los Ultimos afios se han desarrollado multiples sistemas de PCR que permiten la
deteccién de todas las especies de Mycoplasma involucradas en el sindrome (Peyraud y
cols., 2003; Woubit y cols., 2007; Oravcova y cols,, 2009; Sanna y cols., 2014). De igual
manera, la caracterizacién molecular de los aislados también puede ser llevada a cabo
mediante varias metodologias. La electroforesis en gel de campo pulsado (PFGE) se
considera el método estandar para el genotipado de la mayoria de bacterias y hongos, y ha
demostrado su robustez y poder de discriminacién para el tipado de la mayoria de especies
del género Mycoplasma (Marois y cols., 2001; McAuliffe y cols., 2004; Tardy y cols., 2007),
incluyendo M. agalactiae (McAuliffe y cols., 2008). Ademas, en los ultimos afios se han
desarrollado nuevas técnicas de genotipado basadas en la secuenciacion, como las
repeticiones en tdndem de numero variable (VNTR) y la tipificacion multi-locus de
secuencias (MLST) (McAuliffe y cols., 2008, 2011). La principal ventaja de estas técnicas es
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que los resultados pueden compararse con facilidad entre laboratorios, y no requieren

personal especificamente entrenado, como ocurre en el caso de la PFGE.

El tratamiento de los animales infectados se basa fundamentalmente en el uso de
antibidticos, principalmente macrdélidos, fluoroquinolonas, tetraciclinas y aminoglucésidos
(Hirsh, 2000). Estudios recientes de susceptibilidad a diferentes tipos de antimicrobianos
han demostrado que la enrofloxacina, ciprofloxacina, tilosina y doxiciclina son efectivos
contra M. agalactiae (Paternay cols., 2013). Por otro lado, como los micoplasmas no poseen
pared celular, los antibidticos 3-lactédmicos carecen de efectividad. Ademas, otros estudios
recientes han revelado que los aislados de M. agalactiae poseen una elevada resistencia a
eritromicina, lo que sugiere un mecanismo intrinseco de resistencia, razén por la que su
uso contra estos patégenos estd contraindicado (De Garnica y cols., 2013; Paterna y cols.,
2013; Filioussis y cols., 2014). En los ultimos afos, el uso masivo de estos antimicrobianos
en el ganado ha llevado a la apariciéon de cepas resistentes, principalmente a macrélidos y
fluoroquinolonas (Furneri y cols., 2001; Lysnyansky y cols., 2009), hecho que constituye un

grave problema de Salud Publica.
Estrategias de prevencién y control

La AC, como su nombre indica, es un sindrome muy contagioso y dificil de erradicar una
vez que afecta a un rebano, por lo que la mejor estrategia de control es prevenir su entrada.
Los micoplasmas son excretados por los animales enfermos en varios fluidos corporales, lo
que promueve la dispersion rapida de la infeccion a otros animales del rebafio, razén por la
gue la respuesta rapida es critica para prevenir la diseminacion del patégeno a los animales
sanos (Corrales y cols., 2007; Kumar y cols., 2014). Ademas, las buenas practicas de manejo
y la desinfeccién rutinaria de los equipos de ordefo son claves para prevenir la
diseminacion. Sobre esta base, es necesaria la puesta en funcionamiento de programas de
monitorizacién y vigilancia permanentes con el fin de detectar precozmente la presencia
del patdgeno, ya que a dia de hoy, la participacion en el programa para la obtencién de
calificaciones sanitarias para la AC es de caracter voluntario en Castilla y Ledn, lo que
dificulta conocer la situacion real de las explotaciones (BOCYL, nim. 56, 22 de marzo de

2011, pags. 20062-20064).

Tras la sospecha de un caso de AC, los animales presuntamente infectados deben
de ser puestos en cuarentena inmediatamente hasta confirmar la presencia del patégeno,

en cuyo caso se recomienda el sacrificio de todos los animales positivos, y de aquellos que
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han estado en contacto con ellos. Ademads, antes de introducir animales importados en el
rebano, la OIE recomienda solicitar un certificado veterinario internacional que atestiglie
que el animal “no ha mostrado signos clinicos de AC el dia del traslado, ha vivido desde su
nacimiento o durante los Gltimos 6 meses antes del traslado en un establo donde no se ha
detectado la presencia de AC durante ese periodo, y ha sido puesto en cuarentena los 21
dias antes del traslado” (OIE, Terrestrial Animal Health Code 2010). Es importante tener en
cuenta que la AC suele cursar de forma crénica en areas endémicas, como sucede en
Espana, y que los animales infectados son frecuentemente asintomaticos comportandose
como hospedadores que excretan el microorganismo en la leche de forma intermitente

(Lambert, 1987; Corrales y cols., 2007).

Hay disponibles varias vacunas contra la AC, tanto vivas como inactivadas, que
inducen respuesta humoral y celular especifica y no especifica. En 1952, D. Cayetano Lépez
y Lopez, uno de los més grandes veterinarios castellanos del siglo pasado, describe la
preparacioén de una vacuna frente a la AC que afirma habia sido utilizada en mas de 60.000
ovejas con resultados muy satisfactorios (Lépez C, 1952). Sin embargo, hoy en dia se
observan con frecuencia fallos en la proteccion contra el patégeno a pesar de la
vacunacién (De la Fe y cols., 2007a, 2007b; Buonavoglia y cols., 2008, 2010). En general,
parece que las vacunas vivas atenuadas son mas efectivas produciendo una respuesta
inmune que proporciona proteccion mas eficiente y duradera, por periodos de tiempo mas
largos que las inactivadas. Sin embargo, estas vacunas se utilizan con menor frecuencia ya
que causan mas efectos secundarios derivados de los adyuvantes (Buonavoglia y cols.,
2008). También es frecuente el uso de autovacunas con aceites minerales como adyuvante,
aunque al menos en Castilla y Ledn los resultados cuestionan su eficacia, ya que las pruebas
serolégicas han mostrado una seroconversion de tan solo el 20% (DVM Fernando Martinez,

comunicacion personal).

Esta Tesis Doctoral, en el contexto que ha sido referido (Una Salud), habida cuenta
del interés de la enfermedad por su difusion y los efectos negativos en la produccién
lechera, pretende contribuir al conocimiento actual de la AC en Espaia, principalmente en
Castilla y Ledn, ademas de proporcionar informacién de interés en relacién con su
etiologia, incluyendo especies y variantes implicadas, que permita disefiar y establecer
medidas de prevencion y control adecuadas por la autoridad competente, que limiten las

pérdidas en nuestro importante sector de ovino de leche.
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1.4 Patogenos causantes de zoonosis

1.4.1 Infecciones causadas por Staphylococcus aureus resistente a

meticilina (SARM)

Etiologia y principales caracteristicas

El género Staphylococcus comprende 35 especies y 17 subespecies de bacterias Gram-
positivas de forma esférica, aisladas o en cadena, y con una serie de caracteres fisioldgicos y
bioquimicos caracteristicos, la mayoria de ellas capaces de colonizar al hombre y a muchas
especies animales en piel y mucosas. Entre ellas, S. aureus es la especie mas virulenta,
causando un amplio rango de enfermedades que van desde infecciones leves de piel a
enfermedades mortales, como el sindrome del shock téxico, septicemia, endocarditis y
neumonia necrotizante (Lowy, 1998). S. aureus es una especie del género con forma de
coco, anaerobia facultativa, Gram-positiva, productora de coagulasa y catalasa, inmovil y
no formadora de esporos. Se estima que alrededor del 30% de los individuos sanos estan
colonizados en piel y mucosas por este patdgeno primario y oportunista (Lozano y cols,,
2011), que produce alrededor de 240.000 casos de enfermedades de origen alimentario en
los Estados Unidos, representando una de las causas mdas importantes de intoxicacion
alimentaria de origen bacteriano (Hanson, 2011; Scallan y cols., 2011). En Europa, el dltimo
informe publicado por la Agencia Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA) y el Centro
Europeo para la Prevencién y Control de Enfermedades (ECDC), sobre las tendencias y
fuentes de zoonosis, agentes zoondsicos, y brotes alimentarios en el afo 2013, puso de
manifiesto que las intoxicaciones causadas por las enterotoxinas estafilocécicas son
responsables del 7,4% de todos los brotes informados por la UE (EFSA, 2015). Ademas, S.
aureus es un portador frecuente de genes de resistencia a antibiéticos, circunstancia que a
corto plazo, complica el tratamiento y aumenta de forma significativa los costes de su
control, y a medio y largo plazo, compromete el tratamiento de este tipo de infecciones.
Actualmente, S. aureus resistente a meticilina (SARM) presenta distribucion mundial, y
constituye uno de los motivos de preocupacidn mdés importantes en materia de Salud
Publica a nivel global, debido a su compleja epidemiologia y su capacidad para adquirir o

desarrollar nuevos mecanismos de resistencia a diferentes antibioticos.

SARM fue descrito por primera vez en 1960, solo un afio después de la inclusién de

la meticilina en la practica clinica para tratar las infecciones causadas por la emergencia de
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las cepas de S. aureus resistentes a penicilina (Jevons y cols., 1961). Su resistencia a la
meticilina estd mediada por la presencia de los genes mecA o mecC, los cuales codifican
una proteina adicional de unién a la penicilina (designada PBP2a o PBP2'), que presenta
una baja afinidad por los antibidticos del grupo de B-lactdmicos (Matsuhashi y cols., 1986;
Garcia-Alvarez y cols,, 2011). Estos genes estan integrados en un elemento genético mévil,
el casete cromosémico estafilococico mec (SCCmec), cuya transmision a cepas
evolutivamente eficientes de S. aureus sensible a meticilina (SASM) llevé a la emergencia de
los linajes de SARM ancestrales (Katayama y cols. 2000). Hasta el momento se han descrito
11 tipos de SCCmec, definidos por la combinacién de la estructura genética del complejo
del gen ccr, con el complejo del gen mec. A su vez, existen subtipos basados en los
polimorfismos de las regiones “J” (www.sccmec.org/Pages/ SCC:TypesEN.html). Por lo
tanto, a la hora de tipificar los aislados de SARM se caracterizan no solo por su genotipo,

sino también por la estructura genética de su elemento SCCmec (Enrighty cols., 2002).

La ontogenia de SARM, asi como el origen de el determinante de resistencia mec,
no estan claros. Algunos estudios sugieren que el ensamblaje y adquisicién del elemento
SCCmec por S. aureus podria haber involucrado varios hospedadores, posiblemente a partir
de estafilococos coagulasa-negativos (Archer y cols., 1994; Oliveira y cols,, 2002). Los
principales clones epidémicos de SARM parecen haber surgido de linajes de SASM

adaptados evolutivamente, tras la transferencia del elemento mec (Enright y cols., 2002).
Epidemiologia de las infecciones causadas por SARM

La epidemiologia de SARM es extremadamente compleja y, en las Ultimas décadas, se ha
convertido en uno de los mayores problemas de Salud Publica a nivel mundial. De hecho,
la emergencia de la resistencia a los antibidticos es uno de los puntos prioritarios tanto en
el marco de la estrategia One Health, como en paises como Reino Unido, donde se han
establecido politicas nacionales de alta prioridad para combatir la diseminacién de
bacterias resistentes a los antibiéticos (www.gov.uk/government/collections/antimicrobial-
resistance-amr-information-and-resources). Los factores principales que han influido en

este hecho son:

1. Sudispersién mundial y el aumento significativo de su prevalencia.
2. La emergencia de determinados linajes en los ambientes comunitarios (en

individuos sanos, de forma asintomética, y actuando como reservorios del
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patdégeno) y en animales, tanto en aquellos destinados a la produccién de
alimentos, como en los animales de compaiia.

3. La deteccion del patdégeno en alimentos de origen animal, lo que constituye un
riesgo para la inocuidad alimentaria, contribuyendo a la dispersion de las cepas
mejor adaptadas evolutivamente.

4. La importancia de la globalizacion (especialmente del transporte y comercio
internacionales) en la dispersion del patdgeno.

5. El uso masivo de antibidticos, que ha llevado a la adquisicién de nuevos genes de

resistencia que ponen en peligro el tratamiento a medio y largo plazo.

En primer lugar, la dispersién global de SARM ha tenido lugar muy rapidamentey, en la
actualidad, se observan infecciones por este agente en practicamente todas las partes del
mundo. Se estima que estas infecciones representan gastos adicionales de entre 5.000 y
20.000 € por paciente, lo que supone alrededor de 380 millones de € al ano para los
sistemas sanitarios europeos (Kéck y cols., 2010). Ademas, la prevalencia de SARM ha
aumentado significativamente desde su aparicion en 1960, aunque varia enormemente
entre paises, provincias, e incluso hospitales. En los Estados Unidos, del total de infecciones
causadas por S. aureus, las causadas por SARM han aumentado del 4% en los afios 80, al
50% a finales de los 90 (Oliveira y cols., 2002). En los peores casos, como sucede en Taiwan
desde el ano 1998, el 80% de los aislados de S. aureus responsables de infecciones
nosocomiales han sido confirmados como SARM (Wang vy cols., 2007). En Espafa, cinco
estudios de prevalencia han mostrado que las infecciones causadas por SARM han
aumentado del 1,5% en 1986, al 31,2% en el 2002, lo que pone en evidencia la importancia

actual de este patégeno en nuestro pais (Cuevas y cols., 2004).

Por otra parte, hasta mediados de la década de los 90, la presencia de SARM se
restringia al entorno hospitalario (hospital-acquired MRSA, HA-MRSA), pero después de
este afio, se encuentra cada vez con mayor frecuencia en la comunidad (community-
acquired MRSA, CA-MRSA) (Vandenesch y cols., 2003). En comparacion con HA-MRSA, las
cepas CA-MRSA se aislan con frecuencia de nifos y jovenes sanos, y muestran
caracteristicas genéticas y fenotipicas especificas: pertenecen a determinados genotipos,
albergan los tipos de SCCmec IV o V, los cuales son mas pequeios y les confieren con una
ventaja selectiva en términos de una replicacidn mas rapida, presentan mayor virulencia
mediada por factores como la leucocidina de Panton-Valentine (PVL), y normalmente no

presentan multiresistencia a antimicrobianos (Otter y cols, 2010). Sin embargo, la
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introducciéon recurrente de cepas CA-MRSA en el entorno clinico ha difuminado la frontera
entre HA-MRSA y CA-MRSA, haciendo cada vez mas dificil discriminar entre ellos (Tenover,
2006). La emergencia de los linajes CA-MRSA tiene una gran importancia en la
epidemiologia de SARM dificultando la prevencion y control de las infecciones, ya que
colonizan de forma asintomatica al ser humano que actia como reservorio del patégeno.
Ademas, desde el afio 2005 se han detectado aislados de SARM del tipo de secuencia (ST)
398, capaces de colonizar cerdos y humanos relacionados profesionalmente con la cria de
estos animales en varios paises europeos (Voss y cols., 2005; Witte y cols., 2007). Estudios
posteriores han revelado también la presencia de este linaje en otros animales destinados a
la producciéon de alimentos, y por tanto ha sido designado como SARM asociado al ganado
(livestock-associated MRSA (LA-MRSA)). Estas cepas actian como reservorios genéticos de
resistencia, y podrian jugar un papel muy importante en la evolucién adaptativa de SARM;
de hecho, el gen de resistencia a meticilina mecC, recientemente descubierto, fue
detectado originariamente en ganado bovino, y en la actualidad se detecta cada vez con
mas frecuencia en el entorno hospitalario como causa de infeccién (Garcia-Alvarez y cols.,

2011; Shorey cols., 2011; Pantosti, 2012).

En tercer lugar, la emergencia de SARM en los animales de produccion ha
suscitado gran preocupacion respecto al papel potencial de los alimentos asociados como
vehiculos de infeccidn, o en la diseminacién de los linajes mas adaptados evolutivamente.
A pesar de que la EFSA considera que el riesgo de contraer infecciones por SARM a través
de los alimentos es bajo, varios estudios han demostrado formalmente la existencia de
infecciones transmitidas por alimentos y, por tanto, estos no deberian descartarse como
ruta potencial de transmision de estas variantes de S. aureus (Kluytmans y cols., 1995; Jones

y cols., 2002).

En cuarto lugar, el nivel de globalizacién alcanzado en el siglo XXI facilita la
dispersién de los microorganismos patdgenos, especialmente a través del transporte y
comercio internacionales, aunque también estdn implicados otros muchos factores
(Mangili y Gendreau, 2005). Sin embargo, no existen estudios que evallen la contribucién

real de estas rutas de transmision en la diseminacién geografica de SARM.

Finalmente, el uso masivo de los antibidticos, tanto en la Medicina Humana como
en Sanidad Animal y en produccién vegetal, ha facilitado la adquisicion de nuevos genes
de resistencia que ponen en peligro el tratamiento a medio y largo plazo. Existen casos
clinicos causados por cepas de SARM multiresistentes, en los que el Unico tratamiento
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posible es mediante el uso de antibiéticos glucopéptidos, como la vancomicina. Este grupo
de antibidticos, junto con farmacos experimentales en investigacién, se consideran la
Ultima linea de defensa en estas ocasiones. Por este motivo, la emergencia en los tltimos
afos de cepas con susceptibilidad reducida a los glucopéptidos (S. aureus con
susceptibilidad intermedia heterogénea a glucopéptidos, glycopeptide-intermediate S.
aureus, GISA) (Sakoulas y Moellering, 2008), es motivo de gran preocupacién a nivel

internacional (Hiramatsu y cols., 1997).
Diagnéstico y tratamiento

La identificacién de SARM se lleva a cabo mediante diversas metodologias incluyendo el
cultivo de la muestra en medios de laboratorio selectivos; pruebas de susceptibilidad a
antimicrobianos, por difusion en disco, microdilucién en caldo y dilucién en agar;
deteccién de genes mecA/mecC por PCR; y mediante la deteccién de la proteina PBP2a
mediante aglutinacién. Es importante tener en cuenta que los aislados de SARM con el gen
mecC, pueden ser diagnosticados equivocadamente como SASM debido a la divergencia
de este gen con su homdlogo mecA (69% y 63% de identidad a nivel de ADN y
aminodcidos, respectivamente), con graves consecuencias para los pacientes y sesgando la
monitorizacion de su prevalencia (Paterson y cols, 2014a). Por tanto, es necesario
introducir nuevas herramientas mas fiables para la deteccién de estos aislados, como el
sistema de PCR multiplex desarrollado por Stegger y cols. (2012), que permite la deteccién
de ambos genes; ademads, se ha demostrado que la cefoxitina es mas fiable que la oxacilina
en la deteccién fenotipica de SARM con el gen mecC, como consecuencia de las notables
diferencias que existen en las propiedades de las proteinas codificadas por ambos genes

(Kimy cols., 2012; Skov y cols., 2014).

Como hemos destacado antes, los aislados de SARM se caracterizan
genéticamente tanto por su genotipo, como por el tipo de SCCmec (Enright y cols., 2002).
En los dltimos afos se han desarrollado varios métodos para determinar el genotipo de
SARM. La PFGE se utiliza frecuentemente para identificar las relaciones filogenéticas de
aislados de un brote reciente, con el fin de localizar su origen (McDougal y cols., 2003); sin
embargo, este método no es apropiado para estudios epidemiolégicos o poblacionales a
largo plazo, ya que los loci que evolucionan rapidamente son susceptibles de sufrir
homoplasia, y las relaciones filogenéticas observadas mediante este procedimiento
podrian estar en alguna medida sesgadas debido a posibles eventos de evolucién
convergente. En estos casos, el tipado spa, y el MLST son mas apropiados, ya que miden la
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diversidad en genes de expresidén constitutiva qué estan evolutivamente mds conservados
(Enright y cols., 2000). Por otro lado, el tipado del elemento SCCmec se puede realizar
mediante sistemas de PCR multiplex, que estan basados en la amplificacién de las regiones
variables del complejo de genes ccr o mec, y en estructuras especificas de las regiones J

(Oliveira y Lencastre, 2002; Kondo y cols., 2008; Shore y cols., 2011).

El tratamiento de las infecciones causadas por aislados de SARM varia
dependiendo de su gravedad. En el caso de infecciones cutdneas leves que no se hayan
diseminado a otras partes del cuerpo, drenar la infeccion puede ser el Unico tratamiento
necesario. En el caso de infecciones mas graves, los resultados de las pruebas de
sensibilidad a antimicrobianos indicardan los antibidticos de uso preferente para el
tratamiento. Las infecciones causadas por cepas multiresistentes se tratan con antibidticos
glucopéptidos, como la vancomicina. El uso de este grupo de antimicrobianos debe de
reservarse a casos justificados, con el fin de evitar la emergencia de cepas GISA (Sakoulas y

Moellering, 2008).
Estrategias de prevencién y control

En el entorno sanitario, los programas prevencion y control de las infecciones
nosocomiales causadas por SARM se basan fundamentalmente en medidas de higiene,
limpieza y esterilizacién de quiréfanos y manejo adecuado de los dispositivos y equipos de
atencion al paciente, especialmente de aquellos invasivos, como los catéteres (Siegel y
cols., 2007). En el entorno comunitario, se consideran conjuntos de alto riesgo los usuarios
de drogas inyectables, las poblaciones indigenas, los presos, las comunidades de bajo nivel
socioeconémico, los homosexuales, los jugadores de deportes de contacto y los nifios
(Otter y French, 2010). La monitorizacién y descolonizacion de los portadores
asintomaticos que actian como reservorios del patégeno constituye una medida critica,
con el fin de limitar la dispersion del mismo al entorno clinico. En la prevencién y control de
SARM en los animales destinados al consumo humano, la higiene es de nuevo una pieza
fundamental para limitar la diseminacién del patégeno. Sin embargo, apenas existe
informacion sobre los factores de riesgo y las vias de transmision de LA-MRSA, aunque es
probable que estos sean los mismos que para la diseminacién de la mastitis causada por S.
aureus, como las maquinas de ordefio y el personal de trabajo (Vanderhaeghen y cols,,

2010).
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En resumen, el control y la prevencién de las infecciones causadas por SARM
supeone en la actualidad un gran reto para las autoridades sanitarias y de Salud Publica
debido a su complicada epidemiologia, y requieren de una estrategia comun en salud
humana y Sanidad Animal dentro del marco One Health, asi como conocer los principales
reservorios y rutas de transmisidon y diseminacion del patégeno. Consecuentemente con
ello, en el desarrollo de esta Tesis Doctoral se han llevado a cabo cuatro estudios con el fin
de conocer la prevalencia y caracteristicas genéticas de los aislados de SARM que estan
circulando tanto en el dmbito clinico, como asociadas al ganado en Castilla y Leén, ademas
de evaluar el papel potencial de los alimentos de origen animal, y de los vuelos y comercio

internacionales en la transmisién de SARM, tanto en Espafa como en la UE.
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1.4.2 Listeria monocytogenes y la listeriosis

Etiologia y principales caracteristicas

La listeriosis es una zoonosis causada por Listeria monocytogenes. El género Listeria
comprende hasta la fecha un total de 17 especies, muchas de ellas descritas recientemente:
L. monocytogenes, L. innocua, L. ivanovii, L. seeligeri, L. welshimeri, L. grayi, L. marthii, L.
rocourtiae, L. weihenstephanensis, L. floridensis, L. aquatica, L. cornellensis, L. riparia, L.
gryensis, L. fleischmannii, L. booriae, y L. newyorkensis (Graves y cols., 2010; Leclercq y cols.,
2010; Bertsch y cols., 2013; Den Bakker y cols., 2013; Halter y cols., 2013; Weller y cols.,
2015). Estos microorganismos se describen como bacilos no formadores de esporos, Gram-
positivos, anaerobios facultativos y productores de catalasa. Entre ellos, L. monocytogenes'y
L. ivanovii son patégenos y causan enfermedad. La primera especie produce listeriosis
tanto en animales como en el hombre, mientras que L. ivanovii produce listeriosis en los
animales, principalmente en rumiantes, aunque puntualmente se han descrito casos en

humanos (Guillet y cols., 2010).

La listeriosis es una enfermedad poco frecuente tanto en animales como en
humanos, probablemente debido a que su virulencia relativa hace que solamente sea
capaz de vencer las barreras defensivas del hospedador en determinados grupos de
individuos, calificados como de riesgo. El dltimo informe de la EFSA y el ECDC en
tendencias y fuentes de zoonosis, agentes zoondsicos y brotes alimentarios, informé de
una incidencia de 0,44 casos de listeriosis por cada 100.000 habitantes en la UE en el afo
2013 (EFSA, 2015). Sin embargo, la enfermedad tiene relevancia clinica debido a su elevada
tasa de mortalidad, que puede alcanzar valores de hasta el 30% de las personas infectadas
(Rocourt y Bille, 1997). Las infecciones que se dan en individuos previamente sanos, con un
sistema inmune funcional, normalmente son leves y autolimitantes, cursando con sintomas
leves como gastroenteritis febril (Ooi y Lorber, 2005); sin embargo, en determinados
grupos de riesgo como mujeres embarazadas, recién nacidos, pacientes
inmunodeprimidos y la tercera edad, la enfermedad puede ser mortal, pudiendo causar

abortos, encefalitis, meningitis y septicemia (Drevets y Bronze, 2008).

La enfermedad se adquiere principalmente por el consumo de alimentos
contaminados, especialmente alimentos frescos y listos para el consumo que no sufren
ningun tipo de tratamiento que pueda inactivar al patégeno antes de su ingestidén

(Swaminathan y Gerner-Smidt, 2007). En los animales, L. monocytogenes es capaz de
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infectar a una amplia variedad de especies, entre las que se incluyen aves, crustceos,
mamiferos y peces. La enfermedad suele ser subclinica, y al igual que ocurre en el hombre,
es fundamentalmente de transmisién alimentaria (Dhama y cols., 2015). La listeriosis clinica
se da principalmente en los rumiantes, produciendo meningitis, romboencefalitis y aborto
en las hembras gestantes, y eventualmente mastitis. De forma ocasional afecta a otras
especies, y entre sus manifestaciones clinicas se incluyen también aborto, encefalitis y

septicemia (Manual de la OIE sobre animales terrestres, 2004).
Epidemiologia de la listeriosis

L. monocytogenes es un patdgeno zoondsico que se transmite a través de los alimentos y,
como tal, posee un gran impacto socio-econémico tanto en la industria alimentaria como
en la Salud Publica, comprometiendo la inocuidad de los alimentos y, en Ultimo término la
seguridad alimentaria, lo que |le otorga relevancia dentro de la estrategia One Health. Se ha
estimado que los costes anuales relacionados con la retirada de alimentos en la industria
alimentaria, y los asociados a los costes médicos producidos por las enfermedades de
origen alimentario en los Estados Unidos, alcanzan entre los 14.000 y los 152.000 millones
de $ anuales, dependiendo del nimero de patdgenos evaluados y del criterio de valoracién
(Scharff, 2010, 2012; Hoffmann y cols., 2012). Entre ellos, L. monocytogenes es responsable
de 2.800 millones de $ anuales en pérdidas (Hoffmann y Anekwe, 2013). Mas alla del coste
econdmico, la disminucién en la disponibilidad de alimentos compromete de forma
significativa la seguridad alimentaria a medio y largo plazo. Los ultimos datos publicados
por “The World Bank” sitian la poblacién mundial en 7.200 millones de habitantes
(data.worldbank.org), con una estimacién de crecimiento que podria alcanzar los 9.150
millones en el afio 2050. Con estas estimaciones, la FAO valora que habra un aumento del
50% en la demanda de proteinas de origen animal en los préximos 10-20 afos
(Alexandratos y Bruinsma, 2012), por lo que los patégenos alimentarios, como L.
monocytogenes, dificultan de forma notable la consecucion del gran reto que supone la

produccién de alimentos para el conjunto de la poblacién mundial.

En los Gltimos anos, se ha detectado un aumento de la incidencia de casos de
listeriosis en muchos paises, sobre todo en personas mayores de 65 anos (Hedberg y cols,,
2006; Koch y cols., 2006; Goulet y cols., 2008; Cairns y Payne, 2009; Valero y Rafart, 2014). La
listeriosis es la segunda causa de muertes relacionadas con los alimentos en los Estados
Unidos (Scallan y cols., 2011). En Europa, el ultimo informe publicado por la EFSA 'y el ECDC
revel6 una tendencia significativa en el aumento de casos en la UE durante el periodo
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2008-2012, con una tasa de mortalidad del 15,6% entre los casos informados (EFSA, 2015).
Esta tendencia al aumento también ha sido confirmada en Espafa, donde un estudio
reciente de 1.242 casos de listeriosis entre los afos 2001 y 2007, detectd una incidencia
media anual de 0,56 casos por cada 100.000 habitantes (Valero y Rafart, 2014). Sin
embargo, en nuestro pais la listeriosis no ha sido declarada enfermedad de declaracién
obligatoria hasta este afio 2015 y, como consecuencia, existe poca informacion disponible
sobre su prevalencia, y los genotipos, serotipos, fagotipos, virulencia y perfiles

antimicrobianos de los aislados que estan circulando en nuestro pais.

L. monocytogenes esta organizada, al menos, en cuatro linajes evolutivos, del | al IV,
y de 13 serotipos (Doorduyn y cols., 2006; Orsi y cols., 2011). Sin embargo, la mayoria de los
casos clinicos en humanos se asocian con aislados pertenecientes a los linajes | y I,
pertenecientes a los serotipos 1/2b y 4b (linaje 1), y al serotipo 1/2a (linaje Il) (Saleh-Lakha y
cols., 2013). Los estudios de caracterizacién genética de L. monocytogenes han mostrado la
existencia de unos pocos clones prevalentes con distribucién mundial (Chenal-Francisque y

cols., 2011).
Diagndstico y tratamiento

El diagndstico de la listeriosis se realiza mediante el cultivo positivo del agente etioldgico a
partir de especimenes bioldgicos apropiados, como sangre, liquido amnidtico, fluido
cerebroespinal, placenta, meconio, loquios, lavados géstricos e hisopos auriculares de
recién nacidos (Allerberger y Wagner, 2009). En el caso de los animales, las muestras deben
escogerse dependiendo de la forma clinica de la enfermedad: contenido del abomaso fetal,
placenta y/o secreciones uterinas, en caso de aborto; bazo, higado y/o rifiones, en la forma
septicémica; y fluido espinal, medula y protuberancia, en la forma encefélica (Manual de la
OIE sobre animales terrestres, 2004). Ademas, el patdgeno se aisla de las heces y del
contenido de la vesicula biliar que se considera su reservorio orgénico. Se utilizan con
frecuencia sistemas de PCR para la deteccion rapida y especifica de Listeria spp., L.
monocytogenes y L. ivanovii (Rodriguez-Lazaro y cols, 2004a, 2004b, 2010). La
caracterizacién genética de los aislados se lleva a cabo mediante PFGE (Graves y

Swaminathan, 2001), tipado de SNPs (Ward y cols., 2010) y MLST (Ragon y cols., 2008).

El tratamiento se lleva a cabo mediante la administracién de antimicrobianos. L.
monocytogenes es susceptible de forma natural a un amplio rango de antibidticos

incluyendo aminoglucésidos, macrélidos, penicilinas, trimetoprim, tetraciclina vy
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vancomicina. Las recomendaciones terapéuticas incluyen penicilina o ampicilina, solas o
combinadas con gentamicina, durante 4-21 dias (Posfay-Barbe y Wald, 2009). Se ha descrito
susceptibilidad reducida y resistencia a sulfometoxazol, cefalosporinas y quinolonas de
primera generacidén (Troxler y cols., 2000). La resistencia a otros antimicrobianos es rara,
aunque se ha encontrado una gran proporcién de cepas multiresistentes en aislados

animales (Srinivasan y cols., 2005).
Estrategias de prevencién y control

La Administracion de Medicamentos y Alimentos de los Estados Unidos (FDA), mantiene en
su pagina web una serie de recomendaciones generales para prevenir la listeriosis a nivel
domeéstico, que son similares a las de cualquier patdgeno alimentario e incluyen: lavarse las
manos y manipular la comida con seguridad, mantener la cocina y su instrumental limpio,
cocinar los alimentos adecuadamente y almacenarlos de forma segura a temperaturas

adecuadas (www.cdc.gov/listeria/prevention.html).

En la industria alimentaria, el analisis del riesgo, el cual estd integrado por la
evaluacién de riesgos, gestion de riesgos y comunicacién de riesgos, se usa
frecuentemente para identificar los factores de riesgo que afectan al consumidor, y en la
estimacion del probable impacto de las estrategias de control (Rocourt y cols., 2003). Las
estrategias de control para entornos de procesado de alimentos se centran principalmente
en la implantacién de programas de muestreo ambientales, y en dar respuesta rapida y
eficaz cuando se detecta al patégeno (Tompkin y cols., 2002), mediante el sistema de
Analisis de Peligros y Puntos de Control Criticos, o APPCC. En primer lugar se identifican los
peligros potenciales, tanto fisicos, como quimicos y bioldgicos, en la elaboracién o
procesado de los productos. A continuacién, se identifican los Puntos de Control Critico
(PCQO) en los que hay que realizar el control para lograr la seguridad del producto, y se
establecen los limites criticos que marcan la diferencia entre lo que es seguro y lo que no. El
siguiente paso es establecer el sistema de vigilancia de los PCC, las acciones correctivas que
hay que aplicar cuando un PCC no esté bajo control, y un sistema de verificacion, para
confirmar que el sistema APPCC funciona correctamente. Por Ultimo hay que desarrollar un
sistema de documentacién para constatar que el programa APPCC estd siendo seguido

(Cullor, 1997).

La Comisién Europea establece en la regulacion EC No 2073/2005 los criterios

microbiolégicos para los distintos tipos de alimentos, en los que se determina tanto el plan
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de muestreo, como los limites microbiolégicos y el método analitico de referencia a llevar a
cabo para los principales patégenos de transmision alimentaria. En el caso particular de L.
monocytogenes se establece que: i) en los alimentos listos para el consumo destinados a los
lactantes y/o con propositos médicos especiales, se requiere la ausencia del patégeno en
25g de muestra en el punto de venta final; ii) en los alimentos listos para el consumo que
permiten el crecimiento de L. monocytogenes, y que tienen otros propdsitos a los incluidos
en el apartado anterior, los limites son de 100 ufc/g en el punto de venta final, y ausencia
en 25g de producto cuando el control es aplicado antes de que el alimento haya
abandonado las instalaciones de produccién; iii) en los alimentos listos para el consumo
que no permiten el crecimiento del patdgeno, y que tienen otros propdésitos a los incluidos
en el primer punto, se permite la presencia de hasta 100 ufc/g en el punto de venta final

(Commission Regulation (EC) No 2073/2005).

Debido a los elevados costes que supone la listeriosis para la industria alimentaria,
y a los riesgos que conlleva para la salud humana, las diferentes agencias para la inocuidad
alimentaria han implementado politicas estrictas para restringir la entrada de L.
monocytogenes en la cadena alimentaria y, especialmente, en los productos listos para el
consumo. Tras la incorporacidon y puesta en practica de estas politicas, en algunos casos se
ha observado una importante reduccidén en la incidencia de casos de listeriosis, lo que
sugiere una relacién entre las medidas preventivas adoptadas y la disminucién de la
incidencia de listeriosis en humanos (Rebagliati y cols., 2009). Sin embargo, estas
estrategias que suelen ser reactivas en lugar de preventivas, normalmente se aplican a
nivel local, tienen un éxito desigual, sus beneficios son a menudo transitorios y suponen un
gran coste econdmico. En el futuro, la aplicaciéon de programas de prevencion y control
eficientes pasa a través del establecimiento de nuevos niveles de colaboracién, y de una
comprensién holistica de la problemética a través de la estrategia One Health, con el
propésito ultimo de asegurar el suministro de alimentos inocuos. En Espana, la listeriosis no
ha sido declarada enfermedad de declaracién obligatoria hasta este afio 2015 (BOE, num.
65, 17 de marzo de 2015, pags. 24012-24015), y como consecuencia, la aplicacién de
estrategias de prevencion y control efectivas es complicada debido a la falta de
informacidn sobre la prevalencia y los genotipos del patégeno que estan circulando en el
pais, asi como de sus principales vias de transmisién. En este trabajo de Tesis Doctoral
hemos estudiado aislados de L. monocytogenes, tanto clinicos como alimentarios, con el fin

de abordar estas cuestiones, conocer la situacion actual del problema, y ofrecer
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informaciéon que permita adoptar medidas de prevencién y control adecuadas por la

administraciéon competente.
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1.4.3 Francisella tularensis y tularemia

Etiologia y principales caracteristicas

La tularemia es una enfermedad infecciosa causada por Francisella tularensis. Esta especie
bacteriana es un bacilo pleomorfico no formador de esporos, Gram-negativo, anaerobio
facultativo, productor de catalasa, que incluye cuatro subespecies: F. tularensis subsp.
tularensis, F. tularensis subsp. holarctica, F. tularensis subsp. novicida y F. tularensis subsp.
mediasiatica, las cuales muestran marcadas diferencias en varias caracteristicas
epidemioldgicas, incluyendo distribucion geografica, virulencia y diversidad genética
{Bergey's Manual of Systematic Bacteriology, second edition, vol. 2). F. tularensis subsp.
tularensis (Jellison tipo A) y F. tularensis subsp. holarctica (Jellison tipo B) tienen una gran
relevancia clinica. F. tularensis subsp. tularensis es la subespecie mas virulenta siendo capaz
de causar enfermedad potencialmente mortal. Hasta el momento, parece que su
distribucién estd restringida a Norte América, aunque en una ocasién se detect6 la
presencia de un aislado en Europa (Gurycova y cols., 1998). F. tularensis subsp. holarctica
causa una enfermedad menos grave y, aunque esta ampliamente distribuida en el
hemisferio Norte, muestra una diversidad genética escasa, lo que sugiere una emergencia
reciente y dispersion geografica rapida (Johansson y cols., 2004; Keim y cols., 2009; Vogler y

cols., 2009).

La tularemia es una zoonosis que cursa con un amplio abanico de manifestaciones
clinicas, dependiendo en gran medida de la ruta de infeccion y de la dosis infectiva. Se han
descrito seis formas clinicas: ulceroganglionar, ganglionar, oculoganglionar, tifoidea,
orofaringea y neuménica (Ellis y cols., 2002). La tularemia ulceroganglionar, la mas comun,
normalmente cursa con fiebre, dolor de cabeza y muscular, escalofrios y postracion. Los
pacientes presentan una Ulcera en el sitio de inoculacidén, que puede persistir durante
varios meses, y linfadenopatia con supuracién en los nédulos linfaticos regionales. La
tularemia ganglionar cursa con sintomas similares, pero sin Ulceras. La forma
oculoganglionar cursa con ulceras conjuntivales y nédulos, conjuntivitis purulenta, edema
periorbital y, sin tratamiento, infarto e hipertrofia de los ganglios linfaticos cervicales y
preauriculares (Bailey, 1999). La forma tifoidea de la enfermedad cursa con septicemia sin
adenopatia, y normalmente aparece de forma secundaria a las formas neumonica o
ulceroganglionar. La tularemia orofaringea o gastrointestinal se adquiere tras la ingestion
de agua o alimentos contaminados, y desarrolla dolor de garganta y abdominal.

Dependiendo de la dosis infectiva, puede causar vémitos y diarrea y, en los casos mas
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graves ulceracion extensa del intestino. La tularemia neumoénica puede desarrollarse a
consecuencia de la inhalacion del patdgeno, y se considera la forma mas grave de la
enfermedad. El cuadro clinico es variable, y los pacientes pueden desarrollar tos seca,
disnea y dolor de pecho (Gill y Cunha, 1997). La enfermedad puede adquirirse con dosis
infectivas bajas (10 a 50 bacterias) por inhalacion, contacto directo con animales
infectados, o ingestion de agua y alimentos contaminados. Este patdgeno es capaz de
infectar mas especies animales que ningun otro microorganismo conocido (Hopla y Hopla,
1994), y es uno de los seis agentes de nivel 1 (Tier 1) seleccionados por el “Department of
Health y Human Services” de los Estados Unidos por su potencial para causar efectos
adversos en la Salud Publica, y gran ndmero de victimas en un potencial ataque

bioterrorista (http://www.gpo.gov/fdsys/pkg/FR-2012-10-05/html/2012-24389.htm).
Epidemiologia de la tularemia

F. tularensis es capaz de infectar a més de 300 especies animales, incluyendo mamiferos,
aves, anfibios, insectos e invertebrados (Keim y Wagner, 2009). Algunos de estos animales,
principalmente micrétidos, lagomorfos, e insectos hematdfagos, juegan un papel
fundamental en el establecimiento y mantenimiento de reservorios ambientales del
patégeno, actuando como vectores y/o reservorios de la enfermedad. De hecho, los brotes
de tularemia en humanos coinciden frecuentemente con brotes en animales (Morner y
cols,, 1993; Tarnvik y cols., 1996; Allue y cols., 2008; Luque-Larena y cols., 2015), motivo por
el cual es tan importante llevar a cabo el estudio de este patégeno desde el enfoque
integral de la estrategia One Health, evaluando de forma conjunta su presencia en el

hombre, en los animales y en los potenciales reservorios ambientales.

En la Gltima década, muchos paises distribuidos en los cincos continentes han
informado de la emergencia o reemergencia de F. tularensis, y parece que estd mas
ampliamente distribuido que lo que se pensaba (Figura 4). En Espafa, la tularemia fue
detectada por primera vez en 1997, causando uno de los mayores brotes jamas descritos
en humanos (De Mateo y cols., 1998). En total se describieron 559 casos entre junio de 1997
y abril de 1998 en 10 provincias, localizadas fundamentalmente en Castilla y Ledn. El brote
fue asociado a la caza y manipulacion de liebres (Lepus europaeus), y las formas clinicas mas
comunes fueron la ulceroganglionar (55,4%), ganglionar (15,3%) y tifoidea (6,6%). Las
caracteristicas bioquimicas y gendémicas de los aislados recuperados de este primer brote
fueron estudiadas por el grupo de investigacion de los Profesores Elias F. Rodriguez Ferri y
Cesar B. Gutiérrez Martin, en la Facultad de Veterinaria de la Universidad de Leén (Garcia
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del Blanco y cols., 2002, 2004). Ademas, un estudio que integré aislados de F. tularensis
subsp. holarctica de varios paises de Europa, identificé una deleciéon gendémica de 1,59 kpb

especifica de los aislados de Espaina y Francia (Dempsey y cols., 2007).

En el periodo 2007-2008 tuvo lugar un segundo gran brote de tularemia en
humanos en la misma éarea geogréfica, afectando a 507 personas, pero en un contexto
epidemioldgico diferente. En este caso, el comienzo de la epidemia coincidié con un pico
en la poblacion del topillo campesino (Microtus arvalis) y también con abundantes casos en
liebres, y las formas clinicas mas frecuentes fueron la tifoidea y neumonica (65% de los
casos), consistente con el hecho de que la infecciéon fue adquirida por via inhalatoria (Avery
y Barnett, 1967; Allue y cols., 2008). Ademas, entre ambas epidemias tuvo lugar un

pequeio brote de tularemia en otra region de Espafia en el 2001 (Anda y cols., 2001).

Resulta evidente, por tanto, la necesitad de estudiar este enfermedad desde una
aproximacién holistica en el marco de la estrategia One Health, con el propésito de
determinar los factores bidticos y abiéticos que estdn contribuyendo al establecimiento de
focos naturales del patégeno en las dreas endémicas, ya que solo de esta manera se podran
articular programas de prevencion y control efectivos. Estos estudios suponen un reto, ya
que los factores que influyen en la persistencia del patdgeno en las distintas areas
endémicas varian. Asi, mientras que los mosquitos parecen ser el principal vector en Suecia
(Lundstrém y cols., 2011; Thelaus y cols., 2014; Backman y cols., 2015), un estudio reciente
ha demostrado que el 48% de los casos de tularemia que tuvieron lugar en Nebrasca, entre
los afios 1998 y 2012, estuvieron asociados a la exposicién a gatos domésticos (Larson y
cols,, 2014), y en Castilla y Ledn parece que este papel lo juegan la liebre comun (Lepus
europaeus) y el topillo campesino (Microtus arvalis). Consecuentemente, en el desarrollo de
esta Tesis Doctoral se han estudiado de forma conjunta los aislados humanos y animales
causantes de los brotes de tularemia en Castilla y Leon en 1997 y 2007, a través de la
colaboracién con instituciones del dmbito de la Salud Publica y Sanidad Animal en la
regién: el Hospital Clinico de Valladolid, el CAULE, el Laboratorio Regional de Sanidad

Animal de Castilla y Le6n y la Facultad de Veterinaria de la Universidad de Ledn.
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Figura 4. Distribucion mundial de la tularemia

Diagnéstico y tratamiento

La tularemia puede ser dificil de diagnosticar debido a que, por un lado, no es una
enfermedad frecuente, y por otro, los pacientes que la padecen pueden presentar un gran
abanico de signos clinicos, dependiendo principalmente de la ruta de entrada del
patégeno y de la dosis infectiva, lo que facilmente puede llevar a error. El diagnéstico
puede ser llevado a cabo mediante el aislamiento por cultivo microbioldgico del agente
etioldgico, serologia y técnicas de deteccion molecular. El diagnéstico es confirmado tras el
crecimiento e identificacion de F. tularensis en cultivo. La deteccidn del patdgeno se lleva a
cabo en diferentes muestras bioldgicas dependiendo de la forma clinica de la enfermedad:
hisopos de lesiones visibles, aspirados de ganglios linfaticos o biopsias, lavados faringeos,
muestras de esputo, e incluso aspirados gastricos; sin embargo, el aislamiento a partir de

sangre no es frecuente.

F. tularensis es un patdogeno que requiere para crecer de medios de cultivo
enriquecidos con cisteina, como agar chocolate enriquecido, agar corazén cisteina con 9%
de sangre de agar chocolate (CHAB, por su acrénimo en inglés), agar de carbén tamponado
y extracto de levadura, o agar Thayer-Martin modificado. Las directrices de la OMS para la
tularemia recomiendan el cultivo en medio CHAB, ya que F. tularensis presenta un
crecimiento caracteristico que permite la identificacion presuntiva del patdégeno (WHO
guidelines on Tularemia, 2007). La prueba de microaglutinacién es el método serolégico

estandar para la deteccién de anticuerpos frente a F. tularensis (Brown y cols., 1980), y
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también se han desarrollado varias pruebas ELISA (Schmitt et al, 2005; Rastawicki y
Wolaniuk, 2013). La deteccion molecular del patégeno puede llevarse a cabo mediante
varios sistemas de PCR convencional y a tiempo real que han sido disefados para este
proposito (Johansson y cols.,, 2000; Versage y cols.,, 2003; Kugeler y cols., 2006). Esta
metodologia posee la ventaja de ser mas rapida, sensible, y especifica que la serologia, y
ademas es laboralmente segura, ya que no requiere del cultivo y manipulacién directa del

patdégeno vivo.

La caracterizacion genética de F. tularensis supone un reto, ya que los estudios que
se han llevado a cabo hasta el momento demuestran que F. tularensis, y en especial la
subsp. holarctica, presentan una diversidad genética muy escasa a pesar de estar
ampliamente distribuidos en el hemisferio Norte (Johansson y cols., 2004; Farlow y cols.,
2005; Vogler y cols., 2009; Gyuranecz y cols., 2012). Se ha planteado la hip6tesis de que se
debe a la existencia reciente de un cuello de botella o un evento de expansiéon clonal que
ha reducido dréasticamente su diversidad genética (Larsson y cols,, 2007; Vogler y cols.,
2009). Como la técnica de PFGE no ofrece suficiente resolucién genética (Garcia del Blanco
y cols.,, 2002), en los ultimos afios se han desarrollado otra serie de técnicas de alta
resolucion que miden la variacién en loci genéticos con alta variabilidad: el analisis multi-
locus de repeticiones en tdndem de ndmero variable (MLVA) (Johansson y cols., 2004;
Svensson y cols., 2009a), los polimorfismos de un solo nucleétido candnicos (canSNPs)
(Karlsson y cols. 2013), las inserciones y deleciones (indels) (Svensson y cols., 2009; Karlsson
y cols., 2013), y la gendmica comparada mediante la secuenciacidon del genoma completo

(WGS) (Birdsell y cols., 2014).

Como en la mayoria de las infecciones bacterianas, el tratamiento se realiza
mediante la administracion de antimicrobianos. En los casos més graves se utilizan los
aminoglucésidos (estreptomicina y gentamicina), mientras que en los mas leves, se
administra ciprofloxacina por via oral o doxiciclina (Enderlin, 1994). Los antibioticos del
grupo de los B-lactdmicos no afectan al patégeno, y se ha observado resistencia a
eritromicina en aislados de Europa, aunque, hasta el momento, no en los procedentes de
Norte América (lkaheimo y cols., 2000). Los resultados de un estudio de respuesta
terapéutica llevado a cabo en 142 pacientes del primer brote de tularemia en Castilla y
Ledn, mostraron que la ciprofloxacina fue el antibidtico con el menor porcentaje de fallos
terapéuticos y menos efectos secundarios, por lo que por el momento se recomienda su

uso preferente en esta regidn (Pérez-Castrillon y cols., 2001).
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Estrategias de prevencién y control

El mayor riesgo de adquisicién de tularemia en las zonas endémicas es la exposicién al
medio ambiente, a través de actividades al aire libre que supongan el contacto directo o
indirecto con fuentes de infeccién, como la caza, jardineria, agricultura, o la préctica de
deportes. Por tanto, para prevenir la tularemia es importante evitar el contacto directo con
cadaveres de animales muertos por causa desconocida, protegerse frente a las picaduras
de insectos, principalmente garrapatas y mosquitos que actlan como vectores del
patdgeno, utilizar guantes y mascarillas en la manipulacién de piezas de caza, y cocinar
estas Ultimas adecuadamente. El control y prevencion de la tularemia supone un gran reto,
ya que existen muchos factores, tanto bidticos como abibticos, que estén involucrados en
el establecimiento de los focos naturales de F. tularensis en las dreas endémicas. Ademas, a
dia de hoy no se comercializa una vacuna contra la tularemia con destino al ser humano y
tampoco en los animales, a pesar de que se ha demostrado la proteccidon inmunoldgica
mediante la cepa viva atenuada (LVS) (Saslaw y cols., 1961a, 1961b), que si se ha utilizado
en la antigua Union Soviética, mientras que en Occidente solo se autoriza su uso en
ensayos clinicos, ya que la base de la atenuacién de la cepa LVS no se conoce bien, y la
respuesta inmune inducida tampoco estd bien caracterizada (Ellis y cols, 2002). En
consecuencia, la Unica manera de establecer programas de prevenciéon y control efectivos
es a través del marco de la estrategia One Health, estudiando de forma conjunta los aislados
de origen humano, animal y ambiental, con el fin de determinar que especies animales y
factores ambientales pueden estan actuando como vectores y/o reservorios en cada region
en particular. Por este motivo, en el desarrollo de esta Tesis Doctoral hemos estudiado las
caracteristicas genéticas de los aislados de F. tularensis que fueron responsables de los
brotes en los aflos 1997 y 2007, tanto en humanos como en animales, con el fin de tratar de
identificar los principales reservorios de la enfermedad en Castilla y Leén y poder

recomendar la practica de medidas de prevencién y control apropiadas.
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Capitulo 2

Ambito de aplicacién de esta Tesis






2.1 Objetivos

El grado de globalizacién que ha alcanzado el mundo en el siglo XX, y la existencia de
problematicas globales de gran complejidad, en las que intervienen multitud de factores
de diversa indole, como biolégicos, econémicos, medio-ambientales, politicos y sociales,
han contribuido al resurgimiento internacional del concepto One Health como estrategia
para abordar la Salud desde una aproximacidn holistica y multidisciplinar. En este trabajo
doctoral, se han estudiado cuatro patégenos que tienen gran impacto socio-econdémico en
Castilla y Ledn en el marco de la estrategia One Health, mediante la colaboraciéon
interdisciplinar entre nuestro instituto de investigacion, el ITACyL, la administracién, y
profesionales e instituciones con dmbito de trabajo tanto en Salud Publica como en

Sanidad Animal.

En este contexto, el objetivo general de esta Tesis Doctoral ha sido estudiar desde una
aproximacién holistica la situacién actual (prevalencia, distribucion, diversidad genética y
epidemiologia molecular) de algunos de los principales patégenos emergentes con relevancia
para el sector ganadero, la industria alimentaria, la Salud Publica y la Sanidad Animal en
Castilla y Ledn, con el fin de generar informaciéon que permita el diseno y aplicacién de
programas de prevencion y control efectivos, que permitan limitar su impacto socio-econémico

en nuestra Comunidad Auténoma.

2.2 Esquema de presentacion de la memoria de Tesis

Doctoral

La memoria estd organizada en seis capitulos:

Capitulo 1: incluye la introduccion general, poniendo de manifiesto la importancia que
tiene la implantacion de la estrategia One Health para la resolucidon de problematicas
complejas y globales, y la justificacion de su aplicacion al estudio de patégenos con interés
para el sector ganadero, la industria alimentaria, la Salud Publica y la Sanidad Animal en

Espafia, y en particular en Castilla y Ledn.
Capitulo 2: expone el objetivo de esta Tesis, asi como su esquema de presentacién.

Capitulo 3: contiene nueve articulos publicados que se corresponden con los resultados de

este trabajo, divididos en cuatro secciones dependiendo de su importancia dentro del
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ambito de la seguridad alimentaria, la resistencia a los antibidticos, la inocuidad alimentaria

y los riesgos bioldgicos:
Seccién 3.1 Mycoplasma agalactiae en el marco de la seguridad alimentaria.

Seccién 3.2 Staphylococcus aureus con resistencia a meticilina en el marco de la

emergencia de microorganismos con resistencia a los antibioticos.
Secciodn 3.3 Listeria monocytogenes en el marco de la inocuidad alimentaria.
Seccidn 3.4 Francisella tularensis como riesgo biolégico.

Capitulo 4: incluye la discusion general, poniendo en contexto los resultados obtenidos,
evaluando su contribucién al cuerpo de conocimiento cientifico y su potencial aplicacién
para articular programas de prevencién y control por parte de las autoridades

competentes.
Capitulo 5: enumera las 13 conclusiones que se extraen de este trabajo.

Capitulo 6: contiene 279 referencias académicas citadas en los capitulos de introduccion y

discusion general, ordenadas alfabéticamente.
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Capitulo 3

Resultados












Seccién 3.1.1

A survey of Mycoplasma agalactiae in dairy sheep farms in Spain

Jaime Ariza-Miguel, David Rodriguez-Lazaro y Marta Hernandez

Instituto Tecnolégico Agrario de Castilla y Ledn (ITACyL), Consejeria de Agricultura y
Ganaderia. Junta de Castilla y Ledn, Carretera de Burgos km. 119, C.P. 47071 Valladolid,
Spain

Publicado en BMC Veterinary Research. 2012.Vol. 8, 1
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A survey of Mycoplasma agalactiae in dairy sheep
farms in Spain

Jaime Ariza-Miguel, David Rodriguez-Lizaro” and Marta Hemdndez

' Abstract

Background: Contagious Agalactia [CA} is one of the major animad heaith peoblems in smal ruminants because of
s economic significance. Currently, four Mycopiarme spp. have been associased with this syndrome: M agaloctioe,
AL rycosdes subsp. coprl, M. capncolum subsp. copnicolum and M. putrefociens. Their presence has been evaluated in

sevensl studies conducied in CA-endemic countries. However, previous Spanish studies have been focused on
Capring CA, and there Is a knowledge Gap regarding which Mycoploima species are present in sheep flocks from
Spain, which has the second hghest number of sheep amongst the 27 European Union member states.
Consequently, we ievestigated the presence and geographic distribution of the four CA-Causing mycoplasmas in
Spanish dairy sheep farma. This is the first time such an investigation has been performed

Results: Three hundred thirty nine out of 922 sheep flocks were positive for M. ogalactioe by real time PCR (36.8%)
and 85 by microblological identification (9.2%). interestingly, 31 597 milk samples assessed for the presence of

A mycokdes subsp, capn, M caprcolum subsp. caprcokum and M. putrefacnns tested negative. To evaluate the
ntermittent excretion of the pathogen in milk, we sampiad 391 additional Faems from 2 1o 5 times, resultng that in
26.3% of the cases a previously positive farm tested negative in 8 iter ampling

Conclusions: M. agalactioe was the only Mycoplawmo speces detected in the study area showing a high frequency
of predence and wide distribution, Therefore, the establishment of 2 permanent survelllance network is
advantageous, 5 wall a5 the implementation of control and prevention measuees 10 hinder the dissemination of
M. agatactioe and to prevent the entrance of other Myoplasma species,

{ Keywords: Mycopliuma agalactise, Contagious agatactia, Real time PCR, Sheep, Dalry, Spain
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Background

Contaghous Agalactia (CA) is, along with bovine pleuro-
pneumonia and contagious caprine pleuropneumaonia,
one of the three Mycoplasma-induced diseases affecting
small ruminants which are notifisble to the World Ox-
ganisation for Animal Health due to their economic sig-
nificance [1]. CA is a syndrome dlinically characterized
by mastitis, anthritis, keratoconjunctivitis and occasion-
ally aboction [2,3] and Mycoplasma agalactiae &s consid-
ered its major ctiological agent. M. miycoides subsp.
capvi, M. capricoliun subsp. capvicolumr and M. putrefa-
chens cause & clindcally similar syndrome, particularly in
goats [4,5], The syndrome causes major economic losses
because of reduction or suppression of milk production,
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abortion, high morbidity and mortality rates, and costs
associated with the diagnosis, treatment and prevention
which are estimated to be above 20 million Furos per
year in the European countries forming the Mediterra-
nean Basin [3.4.6],

CA has its major impact in the Mediterranean coun-
tries, where the disease is considered to be endemic.
However, it & also widely distributed in west Aslan
countries, contral, north and east African Countrics, the
USA, and Brazil [1,27-9]. Interestingly, the significance
of the different Mycoplasma species causing CA varies
depending on the geographic area. In the United States,
M. smrypcoides subsp, capri is the most prevalent capeine
Mycoplasma, although M. agalactiae has been recently
isolated [9]. In Northern Jordan, M. agelactioe and M.
srycoides subsp. capri play the major role in both, sheep

and goats (7,101 In France, M. agalactice has reemenged
in sheep Bocks located in the basin of the Western
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Pyrénées, causing 98 new outbreaks In 2008 (1], In
Spain, which has the second highest aumber of sheep
amongst the 27 European Union member states, re-
search has been focused on caprine CA, and there is a
knowledge gap regarding which Mycoplasma species are
present in sheep flocks from that country.
Consequently, in the present study we aimed to assess
for the first time the presence and geographic distribu-
tion of the four Mycoplasma species causing CA, by
analyzing raw milk samples from Spanish dairy sheep
farms by classical microbiological methods, and PCR-
based methods which have been demonstrated to be
specific and sensitive [11-13]. The knowledge acquired
will allow the implementation of appropriste control
programs for those pathogens.

Results

Sensitivity of the PCR-based methods and capability to
detect coinfected samples

Artificially contaminated milk samples (50 ml) inocu-
lated with from 10" cells to 10 cells of each Mycoplasma
gave positive results by the three PCR-based systems [11-
13]. Detection failed in the milk samples seeded with 10
cells (0.2 cells/ml). Capability to detect samples co-
infected with various CA-causing mycoplasmas was
demonstrated in samples artificially contaminated with
the 4 Mycoplasma species analyzed in this study.

Page 2l 6

Detection of CA-causing mycoplasmas in Spanish

sheep farms

All 597 milk samples tested negative for M. nrycoides

subsp. capwi, M. capricolum subsp. capricolum and M.

putrefaciers. On the other hand, 339 out of 922 dairy

sheep farms were positive for M. agalactiac by real time

PCR (36.8%). Furthermore, the pathogen was observed
identification in samples collected from

85 flocks (92%). Therchy, 411 M. agalactiae isolates

were obtained.

We assessed the level of intermittent excretion of M
agalactiae during the sampling period using data
obtained from other additional 391 farms sampled re-
peatedly from 2 to 5 times. [n 26.3% of the cases a previ-
ously positive farm resulted negative In a later ampling
and conversely, 38 farms (9.7%) tested negative in the
fiest sampling but resulted positive in any of the subse-
quent samplings. Overall, 250 of those sheep farms
(63.9%) were pasitive for M. agalactiae.

Geographic distribution of flocks Infected with
Mycoplasma agalactioe

Positive farms for M. agalactice were located in all
eleven provinces sampled (Figares 1, 2A). The frequency
ranged from 7.7% to 100% of the flocks sampled per
province revealing that the microorganism is widely
distnbuted.

r
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Temporal distribution of Mycoplesme agafoctioe

The presence of M. agalactiae increased between 2008
(32.9%) and 2010 (42.7%) (Figure 2B), The minimum
and maximum frequency of detection of M. agalactiae
ranged from 7.7% in February 2009 to 531% in May
2009. The months when the pathogen was most fre
quently detectod were May 2009 (53.1%), July 2010
(51%) and October 2008 (50%). On the contrary, the
lowest detection occurred in February 2009 (7.7%), June
2009 (14%) and Apedl 2010 (16.7%). Thereby, 72 out of
194 farms (37.1%) were positive to M, agalactiae in
Spring (ic. farms analyzed in March, April and May),
113 out of 286 (39.5%) In Summer (Le. June, July and
August), 110 out of 250 (39.3%) In Autumn (Le. Septem-
ber, October and November) and 44 out of 162 (27.2%)
in Winter (ie. December, January and February),

Discussion

M. agalactiae was the only CA-causing Mycoplasma
detected in dairy sheep farms located in the study area,
and it was found to be widely distribated as it was
detected in all cleven provinces sampled (Figure 1), In
contrast, although M. agalactiae has been detected with
a high prevalence in Spanish goat herds ranging from
40% o 66% [14,15], It seems that M. sncoides subsp.

50
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capri plays the major role in goat [2,16). Interestingly,
M. capricolum subsp, capricolion and M. putrefaciens
have been recently isolated in goat herds located in the
Carary Islands and Extremadura (southwestern Spain)
regions [17.18]. and yet those pathogens have not been
detected in sheep flocks from the study area suggesting
that Spanish dairy sheep are free of their peeserce o,
at least, that their distribution would be restricted
outside the sampling area. Furthermore, in this study
we have observed that the frequency of detection of M
agalactiae inceeased from 32.9% in 2008 0 427% in
2010, suggesting that the pathogen has spread in the
sampling area during the study period. On the other
hand, we tried to establish relationships between the
excretion of the microorganism in milk and the stages
in sheep milk production (eg. period of parturitions,
the start of lactation) by analyzing the presence of
M, agalactiae per month and per season in the different
sampling years, but no pattern was  found. We
hypothesize that this is because the farms from the
sampled region frequently had different production sys-
tems, and the same production stage may have occurred
in a different time between farms.

To our knowledge, few surveys have been carried out
internationally to determine which Mycoplasma species
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are circulating in sheep. In Northern Jordan, investigations
revealed 2 seroprevalence in sheep, goat and mixed flocks
of 25%, 21% and 30% respectively, for M. agelactice, and
32%, 38% and 34% for AL miycoldes subsp. capri, suggest:
ing that both mécrocrganisms are widely distributed in that
country and 1o the same extent in sheep and goats [7,10)
This scenario is probably caused because in Jordan more
than 93% of sheep and goats are kept together in mied
farms, so both hosts are exposed o the same pathogens.
In contrast, the existerse of mixed farms in Spain
is not common, hindering the dissemination of other
Mycoplasma species from goat herds to sheep Bocks.
Detection of M. agalactize by using microbiological
techniques (9.2%) greatly underestimated its presence in
comparison to detection by using real time PCR (36.8%).
This finding prompts the recommendation that PCR-
based methods should be routinely used in Mycoplasma
detection, as microbiological identification leads to
underestimation due to the fastidious growth require
ments of mycoplasmas, and serology Is not a suitable
method in those areas, such as Spain, where systematic
vaccination s extended.

The results of this stady require careful interpretation.
Firstly, this syndrome follows a chronic course In en-
demic arcas and the animals present an intermittert
excretion of the microorganism in milk [3.5]. Therefore,
the presence of M. agalactiae could have been underes-
timated, a5 samples were collected from the milk tanks.
In fact, the findings obtained in this study suggest 3 high
level of intermittent excretion, as in more than 26% of
the re-sampled farms a previously positive flock tested
negative in a later sampling and 63.9% overall tested
positive. Considering that M. agalactiae is a highly per-
sistent pathogen, remaining in the animals for years
[4.5), and that it & very difficult to climinate from
infected herds, we can assume that in most of those
cases infected animals were not excreting the pathogen
at the sampling time or that the number of bacteria
present was below the limit of detection. Consequently,
i monitoring of @ herd needs be implemented, the inclu-
sion of other suitable type of samples (eg blood, articu-
lar. auricular, ear canal, eye and vaginal swabs, nasal
secretions, joint fludds) &s strongly recommended. Sec-
ondly, the lower sensitivity of the conventional-PCR
technique in comparison to the real time PCR could
have underestimated the presence of the Mycoplasmu
spocies detected by the first method, Notwithstanding,
all CA-causing mycoplasmas were detected after the in-
oculation of from 10* to 107 cells of each Mycoplasma
spp. In 50 ml. milk samples. Detection fadled in samples
coataining 10" cells (0.2 cells/mL) probably because the
initial amount of mycoplasmas was not enough to com-
pete during the enrichment step with all the other
microblota present n the midk samples. This suggests
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that all the PCR systems can detect the minimuem quan-
tity of mycoplasmas needed for growing in the enrich-
ment step, and thercfore that the presence of the
Mycoplasma species as detected by cooventional PCR
would not be underestimated in detriment of the species
detected by real time PCR. In addition, these results
confirm that the enrichment step does not favor any
species to the detriment to the others, and therefore that
we can detect co-infected samples.

Conclusions
This study provides for the first time an overview of the
presence of CA-causing myvcoplasmas  clrculating In

Study area and sampling
From August 2008 to July 2009, and from April to De-

Sdmnn.&povh Valladolid and Zamora. Most pro-
vinces bedong to the Spanish region which presents the
highest sheep milk production (60% of total sheep milk)
[19]. Selection of the farms was not performed following
a formal randomsization process, but blind samples were
randomly provided by the Regional Interprofessional
Dairy Laboratory. As blind sampling was carried out,
922 out of 1,313 farms were sampled once, and the rest-
ing 391 farms were sampled from 2 to 5 times, To en-
sure that no farms contribute more than once in the
determination of the frequency of presence of the myco-
plasmas, only those results obtained from the 922 farms
sampled ance have been used to perform the analyses
showed in this study. The results obtained from the
farms sampled several times have been only used to as-
soss the bevel of intermittent excretion of the microor-
ganisms in milk,

The sampling repeesents more than 16% of total dairy
sheep farms In Spain and more than 4% of the farms
Jocated in the most productive region (Table 1), Location
of the farms and overall number of dairy sheep per prov-
ince is depicted in Figure 3. Each week, twenty raw milk
samples of 50 ml were taken from the refrigerated tanks
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Table 1 Geographic distribution of the Spanish dairy
shoep farms sampled to detect CA-causing mycoplasmas

Province No. Farms  No. Sampled Farms % Sampled Farms
Avla ¥l 9 9

B 125 3 520
Caceres 130 2

Carcatry » 2 &9
Cudad Resl 29 3 2

Leon a0 205 a7
Madrd 174 o L)
Palenca a4 177 Qs
Searancy B4 12 L)
Segova by 3 30
Valadoia o P H 9IS
Zamon o m £

12 provinces 4078 1313 122

Sudy et for deb 9 e of CA ] ok " Sperish

mmwmmmwmmmnm
Provences INOwng hNghest sheeD Ml geoducTon n Span

and preserved during transportation at 4°C with 133 pl
of a bacteriostatic agent (9,975 % 107 pg chlorampheni-
col, 2394 g sodium azide, 1.33 pl ethanol, 5985 pg tri-
sodium citrate hydrate, 4655x 107 pg bromophenol
blue). The samples were immediately amalyzed because
freezing considerably reduces the viability of mycoplas-
mas [20].

PageSolf6

Culture of milk samples and DNA extraction

One hundred microlitees of the milk samples were culti-
vated in 9.9 ml of Mycoplasma broth base with Myco-
plasma supplement G (Oxoid, Hampshire, UK), at 37°C
in 5% CO; atmosphere for 3 days. For DNA extraction,
1 mil of culture was contrifuged a1 13.000 x g for 15 min,
and the cell pellet was resuspended in 100 pl of 10 mM
Tris~-HCl (pH 80) for farther incubation at 95°C with
shaking for 20 min. Then, samples were centrifuged at
maximum speed for 3 min, the supernatant was trans-
ferred into new tubes, and subsequently analyzed for
CA-causing mycoplasmas.

Molecular detection of CA-causing mycoplasmas by
PCR-based methods

Since M. agalactiae is the main actiological agent, its
presence was sssessed in all farms. The presence of M
sypcoldes subsp. capri, M. capricolum subsp, capricolum
and M. putrefaciens was evaluated in 597 samples taken
from 528 sheep farms distnbuted iIn the cleven peo-
vinces, The latter samples were collected in July 2009
and since April to December 20100 Molecular detection
of M. agalactiac was conducted by real time PCR as pre-
viously described [11] in a 7500 real time PCR system
platform (Applied Boos stems, Carlsbad, CA, USA). AL
srycoides cluster and M, putrefaciens detection was car-
ried out by conventional PCR [12,13]. PCR amplification
products were resolved by gel electrophoresis on 1.5%
(wiv) agarose gels and visualized after staining with

Y No ovine
5-1.000

[ 1,001-5000

B 5.001 - 20,000

2, R 20001 - 40,000

oS

I <0.001 - 100,000
B 100,001 - 435797
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® :-100
@ -
O
4 0 75 150 300
."“. [ TR TN T SO T S T |
M)Md&wmmm“”dmwnm The color code of each province ndcates the
wnlet Of ey thee Dmser'? in TNt Crovince i 2000 (e Awww 1y Vel The Oecies InSnte the marnler of ey thoep Larrma srnpied
each provinge Over the 2008-2010 peviod Overall, 1313 s wese sampled
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cthidium bromide by uwsing a UV transifluminator
(BioRad, Hercules, CA, USA). All samples were analyzed
in duplicate and positive, negative extraction and non
template controls were incdluded in each run. The limit
of detection of the real time PCR system corresponds to
approximately 1 genomic equivalent per reaction. Those
of the conventional PCR systems have not been
reported. Therefore, in order to demonstrate that the
PCR methods used in this study could detect the same
levels of Mycoplasma contamination, and that detection
dmnﬂymhleadamplamldhpadﬂmm

Microblological detection

Pre-enriched milk samples were cultured in agar plates
of the selective medium, which were incubated at 37°C
in a 5% CO, atmosphere for 3 to 4 days. After incuba-
tion, colonles consistent with Mycoplasma phenotype
were identified using an optical microscope Leica DMLS
under 100 x magnifications (LelcaMicrosystems GmbH,
Wetzlar, Germany).

Isolation of mycoplasmas

We isolated from 1 to 6 colonies from each positive milk
sample and subculture them in specific broth medium at
37°C, in a 5% CO; atmosphere for 3 days. The nature of
drbohuswsnm&mdbyml&m?ﬂllll

;lymd(lﬁvlv.)lndm -80°C.
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Molecular Characterization of Mycoplasma agalactiae Reveals the
Presence of an Endemic Clone in Spain

Jauime Atiza-Miguel, David Redriguer-Lizaro, Marta Hernindez

it Teonolgen Agramo 3¢ Castily v Leon FTACAL Corsepety e Agruuimas y Goraderia bty O Canilly y Ledn, Valadohd, Spen

Mycoplasma agelectior isolates from Spain were gemctically characterized to investigate their genomic diversity and to better
understand their relationship to Isolates from other countries. Molecular typlag revealed a high genomic hamogeneity in Span-
ish M. agelactioe isolates, which clearly shows the circulation of ane endemic clonal population,

ycoplasme agalactiar is the main etiologic agemt of comta-

pous agalactia (CA), 3 serious syndrome affecting small ro-
minants; the World Organization for Animal Health must be no-
tified of ity ocomrrence because of its high economic sgnificance
wotkdwide. The first gesomic studses showed little genoenic diver-
sity within M. agalactier species, apart from that provided by an-
thgenic varation (1, 2). Recently, the devdlopment of mew se-
quence-based  typleg  systens  has  revealed more  genetic
heterogeneity than previousty thought (3-5). To mvestigate the
penemic diversity of Spanish M. apelacrioe olates and 1o eluci-
date their relatioabip to those from other goographic arcas, we
analyzed isolates from Spain using pulsed- ficld gel dlectrophoresis
(PFGE ), which has been demonstrated to be robust and discrim.
inative for typing different species of mycoplasmas (6-9), inclad.
TABLE | MLST pesalts a8 5 housekioeping boct ebtained with a subset of
A% Spasish Mycophams apslsctise Scid molates and atezing PG and
Teramo foass 2008 o 2010*

ing M. agalactiae (5, 10); we also used the mos2 recently developed
sequence-based typing sechniques, such as multilocus variable-
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TABLE 2 DNA restriction Sragmmts of 410 Mycopdawes apobactiar TABLE $ Squriad distridation of PFGE pooomic profiles obtaned Sor
olates goacrated by PRGE with rewtriction ensyme Smal i Spain from 40 Spusish Myvophas apalactior ickd isolates from 2008 1 2010
2008 1o 2000
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Fowr hundred 1en M. apalactioe nolates collecsed from 171
Spanish shoep Bocks from 2008 theough 2010, type strain PG2
(Enstitut Pasteur, Paris, France), and strain Teramo (Mycoplasma
Experience, Lad., Reigate, United Kingdom) were subjected 10 ex-
tensive genomic characterization (see Table S1 im the supplemen-
tal material). All the information regarding the ampling and the
olation procedure is detadied in the work of Anza-M, ctal
(11). The species desipnation of the bolates was rmed by
real-tinoe PCR targeting the p40 gooe (12, 13), All solstes were
analyeed by PFGE with the restriction encyme Smal and by MEVA
at 4 highly variable VNTR losi (e, Magal VNTR 5, Magal VNTR
14, Magal VNTR 17, and Magal VNTR 19) as previously described
(3). MLST analyses {4) were carried out on a subset of 48 fidd
tsolates which showed different genonsic profilies in the previous
analyses, 2 well as 00 isolates from different geographic origias
and times of isalation selected 10 yicld the highewt genetic variabal-
ity (Table 1). A neighboe-joising dendrogram showing related-
ness among isolates on the basis of their MLST allelic profiles was
constructed by using RioNumerics vA.6 software, and BURST
analysis was performed with eBURST v (hirpe/febant mist.net/).
Information about the isolates analyzed, as well as a new allelic
profile, was submitted 1o the PebMLST database (hetpe//pabmist
g/ magalactiael).

We detested a high genomsic homogeneity in M, apalactiar iso-
lates from Spain asing theoe dfferent genotyping tools (i.e,, PFGE,
MLVA, and MIST), PFGE provided the highest discriminative
power and was capable of between some isolates
which were largely indistinguishable by MLVA or MLST (see Ta-
ble S in the supplemental material ). Gemomic characterization by
FRGE wentified 6 different pubotypes which were diosely related
differences in one band amoag palsotypes ( Table 2). Ninety.five
percent of the solates belonged 10 the same genomic profile,
mamed pulsotype 1, reulting in o Ssmpson’s index of diversity of
0,104, Pulsotype | was found widely distribused in all the prov-
imoes sampled; it was the pulsotype of from 87% 1o 9% of the
isolates analyred per province. The rest of the genomic profiles
were found dsseminated in 3 neighbocing provinces (Table 3).
mz-nmmwmmypwmm
with 3 fiddd bolates. Surprisingly, genetic obtained by
MLVAMMM with all field ssolates show.
ing the same geneti profile at the 4 highly variable VNTR Joci.
Mogrover, anly MLVA at the Magal VNTR 17 Jocus was capabie of

wtinguishing between fichd isolates showing a bamd a1 285 bp and
between PG2 and Teranso straies showing a band at 169 bp. The
Simpson's index of dwversity was determined to be 0.005. Fimally,
MEST analyses of the 48 fickd isolates revealed 2 different sequence
types (STs). Foety-four out of 48 fickd isolates (92%) bedonged 1o
ST 5 (allelic profile 11222), The other ST was not described at that
moment and, after its submissson 10 the PubMLST database, was
dessgnated ST 18 (alkelic profile 16222) (Table 1),

Overall, molecular typing revealed a high genomix homogene-
ity in Spanish M. agelactive isolates, which diearly show the circa:
lation of one endemic donal population. A simélar finding was
recently observed in the French western Pyrences region by Now.
vel et al, (5), who reported that the endemic CA repeatedly ob.

Clone im Spain

A AA, L a2

FIG  BURST ansdysin of 104 hased
mmmmcmmmmmm
¥ pemetic profile dared
um)ma»m-m.mummaumm
fype 5 was fousd 8 be the £ previeudy
-dnd-twadhlwhcuym

L3

served over the past 30 years in that region has boen caused by a
unique subtype of M. agalactioe. MLVA placed all the French iso-
lates in the same genotype, designated ST 10. Interestingly, all 410
Spanish M. agahicrioe isolates amalyzed in this stedy were placed in
the samse MLVA 1vpe, sogmesting that the same highly successfully
adaptod straen has been circulating in Spain and France during the
ast 2 years, To obtain fusther information about the endemic
chone, a representative isolate, namely, 1668, was fully sequenced,
and future studies will help to darify the molecular mechamisms
volved in the evolutionary success of this clone as well as to
provide new insights into the genomix diversity and evolution of
the species. In comtraat, several studies have reported an unexpect-
odly high diversity in M. apalacriae Spunab isolates recovered
from goats (3, 4, 14). Further studies are pecossary 10 1ost whether
this is becawse varioes CA-causing m have been de-
tected in Spunish goat herds (15-17), while M. agalactiae has been
the only species detected in sheep, limiting the possibility of ge-
oetic exchange (11),

The global relationship of M. apalicrise dones 0n the basis of

FIG 2 Geoen relatsonaliipn armong 104 workdwide Mropd sl 14 mu“umnmmudmm
dmmimdmm(ﬂu‘nnwﬂblh*d ch by anudysod were addad to the wady (2),
Black ot ndacate the bodates analyred in this study. The dendeogram was peodecod by using the tcighivoe mm«umm-um
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available MLST allelic profiles also showed 2 high genctic homeo-
peneity, with solates bedonging to ST 5 being widely distribatad

many southern European countries analyzed so far
(Fig. 1) (4). The 44 Spanish ficld isolates belonging to ST 5 exam-
imed in this study dlustered with previously analyzed isolates from
Spatn and other southern Earopean countries: Portugal, Ialy (in-
choding Sicily and Saedisia), and Macedonia, The other 4 field
molxtes beloegiog 1o sovel ST 18 clutered choncly with the previ-
oun one, forming a new branch (Fig. 2), Interatingly, strain
Teramo (Maly) and type strain PG2 (Spain) clustered with strain
10123 from the United States, suggesting an evolutionary rela-
tionship. We hypothesize that a highly adaptive genotype may
have increased rapidly i frequency to produce an epidemic clone
i southern Europe, Then, that chane diversified though recombs.
Baton of mutation to produce minor clonal variasts (18). BURST
analysis supposts this hypothesis, since it defined ST 5 s the adsp-
tive ancottal gesotype fram which the misor closal varkants have
arnen (Fig. 33, Furtber investigations arc mecessary 10 test that
hypothesis, and the inclusion of new isolates from other geo-
graphic areas and times of isolation will help to darify the evoba-
tion of this pathogen and its current popalation structure.

In conclusion, this study peovides a gesomic characterization
of M. apalacrise in Spain and contributes 10 the better understand -
ing of the global dntribution of clones, Molecular 1yping revealed
2 high gemomic bamogeneity in Spamish M. apulactior solates,
whiich clearly show the circulation of one eademic clonal popula-
tion, and will facilitate the design of prophylactic measures.

This work was supported by peoect RTA 2008075 of the Spanish Minu-
try of Education and Science, Goversssent of Spain.

We thank Nigel Cool (FERA, Usised Kimpdon) for ceitical revisin of
the manustipt.
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TABLE S1. Summary table of isolates analyzed in this study: isolate name, time of

isolation, geographic origin and PFGE & MLVA profiles.

PFGE MLVA

Isolate Month Year Province VNTR VNTR VNTR  VNTR
proles. g 14 17 19
242 August 2008 Salamanca " 1 1 1 1
26a August 2008 Zamora " 1 1 1 1
a7a August 2008 Vallado#id | 1 1 1 1
S4a August 2008 Palencia I 1 1 1 1
6la August 2008 Valladolid I 1 1 1 1
62a August 2008 Valladold ' 1 1 1 1
62b August 2008 Valladohd I 1 1 1 1
261a October 2008 Zamora I 1 1 1 1
262a October 2008 Ledn | 1 1 1 1
266a October 2008 Ledn I 1 1 1 1
276a October 2008 Valladolid I 1 1 1 1
276b October 2008 Valladohd I 1 1 1 1
276¢ October 2008 Valladolid | 1 1 1 1
280a October 2008 Ledn I 1 1 1 1
280b October 2008 Ledn I 1 1 1 1
280¢ October 2008 Ledn I 1 1 1 1
282a October 2008 Ledn | 1 1 1 1
282b October 2008 Ledn I 1 1 1 1
282¢ October 2008 Ledn I 1 1 1 1
283a October 2008 Palencia | 1 1 1 1
283b October 2008 Palencia I 1 1 1 1
283c October 2008 Palencia | 1 1 1 1
28% October 2008 Ledn I 1 1 1 1
285b October 2008 Ledn | 1 1 1 1
285¢ October 2008 Ledn I 1 1 1 1
286a October 2008 Camabria I 1 1 1 1
286b October 2008 Cantabria | 1 1 1 1
286¢ October 2008 Cantabeia I 1 1 1 1
287a October 2008 Burgos | 1 1 1 1
287b October 2008 Burgos I 1 1 1 1
287c October 2008 Burgos | 1 1 1 1
292a October 2008 Palencia I 1 1 1 1
292b October 2008 Palencia I 1 1 1 1
292c October 2008 Palencia I 1 1 1 1
2942 October 2008 Valladohid | 1 1 1 1
294b October 2008 Valladohd I 1 1 1 1
294c¢ October 2008 Valladohd | 1 1 1 1
2953 October 2008 Palencia | 1 1 1 1
295b October 2008 Palencia I 1 1 1 1
295¢ October 2008 Palencia | 1 1 1 1
297a October 2008 Valladohd ! 1 1 1 1



297b
297c

314a
314b
3l4c
314d
3182
318b
318¢
318d
367a
367b

3674

372a
372b
372
3724
423
423b
423c
4234
4262
426b
426¢
4264
4302
430b
430c
430d
430e
437
437b
437c
4374
4552
455b
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October
October
October
October
October
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November
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November
November
November
November
November
November
November
November
November
November
November
November
November
November
November
November

December
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Valladolid
Valladohd
Valladold
Valladokd
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Palencia
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455d
4724
472b
472c
4724

458b
498c

510a
513a
Si4a
516a
518a
S19
554a
623a
623b
624a
624b
624c
625
626a
627a
628a
628b
6302

6493
651a
651b
653al
657a

671a
672a
676a
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January
January
January
January
January
January
January
January
January
January
January
lanuary
February
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February

March
March
March
March
March
March
March
March
March
March
March
March
March
March
March

SRR R L R L L L L L L

3

64

L I S S

D e T T e e e T I I I e

B bt h bt et e b et b R et b e e R bt b e e R e b R b b e e b e R e b R ek b e e R e b R e b e e e e e

L I



v

2009
2009
2009
2009
2009
2009
2009
2009
2009
2009
2009
2009
2009
2009
2009
2009
2009
2009
2009
2009
2009
2009
2009
2009
2009

Palencia

1021b
1031e
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1033b
1033¢
1033d
1033e
1033f
10353
1035b
1035¢
10432
1043b
1043¢
1045¢
10494
1057a
10587¢
1058b
1059
1059
1059¢
10723
1072b
10863
10882
1088b
1089
10992
1099b
11062
1114a
11323
11412
1141b
1141¢
1141d
1149
1149b
1152a
1152b
1156a
1156b
11602
1161a
11623
1162b
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1163a
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1172a
11732
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1175
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11772
1178a
1178b
1178¢
1179
11796
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1362b
1362¢
1362d
138%
1389b
1420a
1420b
1420¢
1421a
1421b
14233
1423b
1423¢
14243
1424b
1424c¢
1425
1425b
1425¢
14262
1426b
1426¢
1427a
1433a
1433b
1433¢
1433d
1433e
143%
1439b
143%
1439d
1439%¢
14833
1483b
1483¢
1483d
1483¢
15012
15032
1503b
1503¢

15053
15062

1506¢
1511a
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September

September
September
September
September

September

2010
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2010
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2010
2010
2010
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2010
2010
2010
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2010
2010
2010
2010
2010
2010
2010
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Palencia
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Valladohd
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Valladohd
Valladohd

Valladold

Valladolid
Valladold
Valladolid
Valladolid
Valladolid
Valladolid
Valladolid
Valladold
Valladolid
Valladold

Valladolid
Valladohd
Valladohd
Valladold

Valladolid

Valladolid
Palencia
Palencia
Palencia
Palencia
Palencia

Valladolid
Valladohd
Valladolid
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Valladohd
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Summary. Contissoss ssonitoring of methicillin-resistant Stapindococcns anrews (MRSA) is nocossary 10 undentand the
clonal evolstion of successful lmeapes. In this study, we identified the MRSA clones cieculating in a Spanish hospital during a
2ayear period, assessed thelr relatiossdup with antimicrobial resistasce prodiles, and investigated the prosence of the emenging
coenmunity-associased and Bvestock-assoctated MRSA lincages (CA-MRSA, LA-MRSA) CCSMRSA-IV Isolates were the
most frequently recovered, which supports the previously reported prevalence of this clome in Spanish hospitals. We observed
STI2S isolates that harbored specific cassette chromosome recombinase (cor) gene clements of the staphylococcal cassetie
chromasame mec (SCCaec) types IV and VI That clone, which was first detected only recently, has imcreased resistance to
erythromycin Furthermore, 4% of the infections were caused by noo-multinesastant isolases. Neither CA-MRSA nor LA-MRSA
isolates were obsorved. These findings, along with refated events over the last decade, sugpest the cstablishment of a clonal
ondemis popudatson in the Spanish clmical environment, [Int Microbiel 2014; 17(3):149-157)

Koywords: methicillin-sesistant Suphvlococvas aurews (MRSA) - cloral population - molecular epademiology - multslocus
SOQUENCE Typing

first described in 1960, a year afier the introduction of methi-
cillin into clinical practice to treat infections caused by peni-
cillen resistant strains of S aarens [11). Methicillin resistance
s mediated by the presence of the mecd gene, which encodes

Introduction

Suphylococcus awrerns b an opportunistic pathogen  that
causes a wide range of descases in humans, from mild skin
infections to ife-threatening discases such as toxic shock syn- 0 additional penicillin-binding protcin (PBI2a or PBP)
drome, scpticemia, endocarditis, and necrotizing pocamonia,  With low affinity for -lactam antbiotics [15]. More recontly,
Mcthicillin-rosistant Saginfococens aweens (MRSA) was 8 novel mcthicllin-resistance determinast, mecd,, ., of
mecC, has been deseribod that has 700 homodogy at the DNA
leved with mecd [9). Those genes are barbored i a highty di-

V(-m.—a-" S oathess O W oo Lisase
verse mobile genctic clement, the stapinydococcal cassetie

Morobaakogy Section Faculny of Sy

LUrnvenity of Burpon chromasome mer (SCCmer ), whase transmission 10 ocobogi
15 Misach Tiabachon, w'n :
%00 B Spain cally successful mcthicillin-susceptible S aaweny  straims

Tel * 300748 10
Fomail sodandass prasil corm
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(MSSA) led 10 the emengence of the ancestral MRSA hincages
[12} Up o 11 SCCarec types, defimed by combining the ge-
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netic structures of the cassetie cheomoname recombisase
(cvr) gene complex and the mev gene complex, have been de-
scnbed [www.soomee. org/ PagesSCC_TypesEN himl ). Thas,
MRSA isolates are represented ot omly by their pemetic back-
grounds, but also by the genctic structure of their SCCmer
clements [S).

MRSA lincages have booome a truly global health concermn
over the Rast few decades, as ther workdwade spread has og-
curred very quickly. The prevalence of MRSA gremtly vanics
AMong countrics, proninces and hospitals bt it has ncreased
significantly since its appearance i 1960, In the USA, MRSA
infections increased from 4% in the 1980s to S0% of all
S, awens infections in the late 19905 [24]. In Spain, MRSA
infoctions mcrcased from 1.5% in 1986 10 31.2% in 2002
[34). In the worst cases, such as in Taiwan, in 2007 MRSA
accountod for 0% of all S aurewr isolates Causing nosOCO-
mial mfections {36], However, the scenano has bocome even
moee complex. Until the mid 19908 the presence of MRSA
was restrcted 10 the climical eovironmsent (hospital-scquired
MRSA, HA-MRSA), but sénce then MRSA strains have been
recovered increasingly from the comenunity (community-ac-
quired MRSA, CA-MRSA) [33]. In contrast to HA-MRSA,
CA-MRSA strains are frequently isolated from childrem and
young people withost previous health-care contact and they
show specific genetic and phenotypic traits: they have a dif-
feremt genetic background, harbor a sesaller SCCmec type IV
or V, which provides them with a selective advantage in tenms
of faster replication times, present more vindence mediated
by factors such as the Pantos-Valentine leukocsdin cytotonin
(PVL), and usually have a noo-multiresistant antimicrobial
profile [26).

The recurront penctration of CA-MRSA nto the clinical
environment has blurred the boundary between HA-MRSA
and CA-MRSA, makimg it moee daflicudt to ducriminate be-
twoen them, In addition, a Investock-ansocaated MRSA (LA-
MRSA) has boen desenbad. LA-MRSA strains may act as
genetic reservolrs of resistance and could play 2 majoe role in
the adaptive evolutiom of MRSA. la fact, the recemtly de-
sciibed methicillin resistance gene mecC was origimally de-
tected im LA-MRSA strains but is now increasingly recovered
from climical scttings [9.27). Continuows molecular epidemio-
logx sunveillance of MRSA is imperative to trace the evolu-
tom and spread of successful MRSA clooes, baoth foe thera-
peutic reanons and foe the implementation of initsatives aimod
o controlling and preventing MRSA infections. Here we de-
scribe a molecular epidemiology study of MRSA isolates re-
covered from the University Hospital of Leon from 2007 5o
2008. The genetic hackgrounds of these isolaes were charae-
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tertzed by pubsed-field gel electrophoeesis (PFGE) and mudi-
locus sequence typing (MLST), and the structures of the re-
spective SCCmee clements were determined. Furthermwee,
we imvestigated both the antimicrobial resistance profiles of
CA-MRSA and the prescoce of their PVL genes, as markers.
By identifiying the MRSA clones circulating in the hospital,
thas study contribetes to the knowledge of the MRSA kincages

circulating in Spanish health-care setting.
Materials and methods

Clindcal information and bacterial isolates oo Wl
v unrves ol eved froes p et iy Hongital of

Levs (Lo, ordrw e Spuin i, betwecn NOT and 208 wire determined w0
e MRSA hanod oo antimicrobiad sescopuiiliey Sostmg. The Univerury Hosps-
Wl of Loon is 8 TOS 0ol pubiic leaching Dospinl. Forty e noluies were pee
covornd from blood culsmes (0o of tharn was recoverod abw S bkl 14
froen vomrad vernous Caserer Mood sampldes, 3 rom periphersd vasoular oo
iy blood samglor; | frum pachod rod Slood oot | from 3 Gralnage sample;
lm-yuuﬂj-hh&dlmm The spuximons were medated
ad Mestficd n { salt agee, Blood sed choco-
hmﬂmtuMHmMle

Muzich, € o) ed by reabemee PCR (12 o & 7500 real
MKIQ“”(WM“(MC&IML“
il rosistance was confirmad in 68 of the 70 inolates by iy infernal wn-
lifcativn controb dosigmod within fhe mocd pene [13.22] haodutes SA S and
SARS which wimy MISA w revialod by smmkoobal secoptiidey ting,
tenad nogtive for the prosence of et Repetition of the wocepsisiing ety
confmod body bolates as MSSA,

Antimicroblal susceptibility testing. Amumurbidl wwepetalin
testieng was porformad by the mucrodiution moethed follow ing the socomencn.
atoms and IMIC) heeakp o the Climi-
ol and Laborwony wnmuamm«:unm
1 the following |5 melevicooblal agents wan toied: ampicallin, pomicilie,

Ak bbb

BT XLEN i 1Ty il cefmavene, erythrmmuns (lindamy e,

ooyl and Aokt MRSA belints were oy J

'nﬂallﬁ)mnﬁbui by w 10 icrvbuaby smpacdlim,

Tevaciin, En, cproflenaci, g

nmnmd—.-l rode. Ik intaett % theoe or s
o« akdne o L wre v o e

Characterization of the genetic background. Gonere char-
terirathon of MI S awrvan solites was camind out by pulbe-feld pei clecuo-
phoopsls (M GL) sl mbiloces soquence Dping (MESTR PTGE wan por-
formed fslowing the methed Mcldugal o sl [16] modified = Sollowe
tocaerial oot wore senpondod W IV Sufler (30 mdE Trin 1001, | M NaCL !l
1) 00 30 abvicebunie of 0.9 1.0 st 610 e Then, 200 pul of the adijenied Oubnee
wan washad and emvoqendod m 00 il of the wame butfor Afer the Byis step,
O plags were rafermod bnto & new b contmining | ml ESP buffer (1%
Nedmmoy | warcesing in 0.5 M EDTA pdi 8, 100 pg peoteinane K ml) and incu-
Potod SO for 16205 DINA Snpmont sloes were desermanad by comspae
Tng Bandy with & Lasvhia Ladkdor 10 Marker (New England [Soksbn). 19 GE
poofiles were analy sod wiing Bliomsmsarics » 6.6 (Apptind Muhs NV, Sim.
Mawm-Latom, Selgham) to dowrid penctic selationihipn. among nedao,
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[EE wyry d eaing B Dice simslarity cocficient and the
mmnmmumnmm
e, MLST wan carriod out s peeviosdy doxcrbod [X]. DINA iwolation wan
3 d wing the ol L QlAssp DINA e b (OIAGEN,
llﬂn(mb&uhﬁ L s In hown. Fo guar
wealysis of Mestical posen material by TYGE and MLST, INA from the
saene coltere wan wsod for both meodh. Allclic profiies obtsined by MEST
o awignnd by comparing the we with the ind :
aleeady pubinbod in Bhe § v MILST dutabase bontad o [hespr e,
mheavt ] Thorehs, gemicy Pas worg comatntod Dy saven mamdars repeesont
ing the umigue aliclic profiles o scven houschonping penes. Dats reganding
B0 70 bsolates snaly 2o, i wall o e sovel aligie profilos wery sebwmitied
1o the MLST dutsbune. Allclic profiles were sl %0 compare e § uwrrn
Isolaten roconered fromn ower hospital with e previoundy snady ned from
Mwmhlhk\dmwmh

§ wrzien J from fhe tout popolation will e
Mudﬂ’«um&.mun-:“nmu&
erimimative power of PYGE typleg vorun MILST and fir mcanaring penetic
Snersiy srwng bolsics evng e peting pandnem wybaie (Mg e
win plry bon 12068 CompariagPan slom ‘oden php Tisk < llome | [he aduaad
Wirllaoe coeflicion for quantibcation of the agreomont hetweon PTGE 1ypeng
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Typing and subtyping of the SCCmec slement. 1l s
seructure of the SCCmoc choment wan determingd by mastiphey-FOR caried ot
o & Vork) 9% Well thermal cychor and GoneAmg TR systom 9700 (Applied
oy hemman) e describod chiowbons [11.22] These i molocwker methods al-
towad dinarmination of SCCme types LI L TV, ¥ and VI, an well a6 the
varissts IA & BUA. SCCaer TV wan Sty subity pod im0 cight diflerent sob-
Types, S 1V 10 IV, by mvaliplen FCR a pravioundy descrined [ 18]

Detection of Panton-Valentine lewkocidin virulence fac-
1008, The prisence of the PVL pencs (edS-PY & IniF -2V was iervertigated

LY ool PCH 0 By doscribod [14) Ref swn ATCC
9773 e el o B pasitive Conesl
Results

Antimicrobial susceptibility testing. All 68 MESA
solates were resistant 1o the f-lactam antibiotics 1estod (oxa-

cillm, ampicillin, pesscillin, ccfotaxime and imipence ) as well
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w0 10 amoxiciilin/clavulanate and ciprofloxacin. Furthomsore,
42.6% of the isolates weore rosistant to erythromyein, 21%
were resistant 10 clisdamycin, 15.9% were resistant to genta-
micie, 4.9% to rifamgicin and 1.5% 0 both tetracycline and
cotnimoxazode. Of the isolates resistand 80 erythromycin,
34.8% had the M phenctype. AN isolates were susceptible 10
the glycopeptide antimacrobial agents vancomycin and toxo-
planin. The isolates were clussered into five RPs, with all the
isolates resistant 1o the f-lactam antibiotics sested and 10 W
least oot more amtimicrobial agent (Table 1), Notably, the per-
centage of MRSA resistant 10 gentamacin increxsed from 5.7%
10 2007 1 25.6% i 2008, Resistance 1o envthromycin, nfam-
picin, retracycling, and cotrimonazole also increased during
the study period afbess to a besser extent, while resistance 10
clindamycin decreased from 23.5% in 2007 to 17.9% in 2008
(Tahle 2).

Genetic background. Genetic characierization of all 70
S awrens isolates by PRGE with the restriction onzymse Sawrl
revealed 27 dilleremt pulsotypes (25 pulsotypes among the 68
MRSA isolates ), resulting in a Ssmpson’s imdex of dnversity of
0,909, which indicased that, if two solates were sampled ran-
domly from the popalation, ca 90.9% of the occasions they
would fall into dif¥erent types. Genotypes 19 and 26 account-
od for 4076 of the isolates (17.1% and 22.9%, respectively). A
with the UPGMA clustering algocithen revealed four major
clusters (arbitrarily designated from A 1o D) with a cutodl of
0% ssmilanity. Moo than 81% of the isolates were grouped
into these foer genetic clusters, Genotypes that did not belong
10 these chusters were designed s “spoeadic.” Cluster A com-
peised 18 STS-MRSA-IV solates, two movel soguence types
(STs) derived from ST-5, and one STIZSEMRSAAIY, Cluster
B comprised ten STIZEMRSACV and coe STS-MRSAIV.

t&medumw—-muunhm |walqmum
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Clusser C grosped nine STI25-MRSA-IV/VI isolates, and
chuster D all sovcen STE-MRSA-IV isolates (Fig. 1)

Overall, among the 68 MRSA isolates, six STs were de-
termined by MLST analysis. Theee of the six accousted for
95.6% of the isolates: ST-125 (38.2%), ST-5 (33.8%), and
ST-8(23.5 %). ST-228 and two novel STs were also detected,
in onc isolate cach. Detected clones belonged 1o the clonal
complexes CCS (76.5 %) and OCS (23,5 %) After submission
10 the S anrews MLST database [Metps/sasrcus.mist.net'],
novel STs were designated as ST-2755 and ST-2756 (allelic
profiles 3141412110 and b 11241320 at
aneC, aroff, glp, gmi, pia. i, and yqil, respectively). The
novel STs were very similar 80 ST-5: ST-2755 had a unique
difference of a single nuckeotide polymorphism (SNP)  nu-
chootsds 39 of areC, showing 99% simalasicy with arcC alicle
1. However, this difference 3t the DNA Jevel was not trans-
lased into the femcthonal leved since both codons encoded the
amino ackd threonine. In addition, ST-2756 had a SNP in nu-
cheotsde 256 of aliele 10 of ygil (9% similanty ), where thy.
mine is replaced by guanine. This change leads to a pon syn-
onymous substitetion in whach cysteine is sobstitused by gly-
cine im the encoded protcin. MSSA isolates SA 13 and SA 65
belonged 10 ST-15 and ST-5, respectively. In 2007, the most
froquently recovered isolates belonged to ST-5 and ST-125
(IR9% cach onc), fllowed by ST-8 (19.4%), ST-2756 was
recovered just one solse. Ta 2008, isolates shoming ST-128
were the mont frequently bolssed (37,.5%), followed by those
of ST-§ and ST-8 (28.1% cach), ST-228 and ST-2735 were
also sporadically observed im one isolate.

Genetic structure of the SCCmec element. The

penetic structure of the SCCmee element was investigated n
all S gwrews isolates. Duning the 2-year stady porod, 67 out of
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ol werg smoaptds 4 vanooony < in and aionplenin,

agpes of the s valuey of sabicts rovistance in 007 and 20K

6% MRSA isolates (98.5%) harbored SCCmer type 1V the
remaimning isolase (SA16) harbored SCCmec type | (15%)
Frrther subtyping of SCCamsec 1V revealed thar all belonged
1o subtypes IVeIVe, Note that, 38.5% of the STI2ZS-MRSA-
IV isolates (14.9% of all isolates harboring SCCmec V) also
had specific ccr gene clements of SCCmer type VI (mecd
gene complex class B and cor gene complexes type 2 and 4;
A2B2 and A48, respectively ) and consequently were desig-
nated as ST125-MRSA-IV/VL Farthermore, 37 out of the 67
(85.2%) SCCamec type 1V clements contained an additional
3%1-bp DNA fragment accoeding to the system previowsly
described by Oliveira and Lencastre |22, corresponding 1o
the presence of the Lkamamyvim'noomycin/bicomycin resis-
tance plasmad pUB110. The evolution of the MRSA clones
circulating at our hospital over the 2-year study period are
shown in Fig. 2,

Congruence between PFGE-typing and MLST.
PFGE beter discriminatod smaong the 70 8 awress isolates than
MLST (Simpson's isdex of diversity of 0.909 and. (.701, respec-
tively). The adjusted Wallace cocflicient PFGE—MLVA was
0.883, with a 95% confidence mecrval (C1) of 0.765-1.000; the
cocflicaent for MLVA—PFGE was 0208 (C1 95%; 0.137-
0.279). These values implicd that if two solates were in the
same pubsotype, they had aa 8X.3% chance of baving the same
MLST genotype; convensely, sharing the same MLST type winy
aoociated with only 2 20.8% chance of having the same pulso-
type. Two discordant results (group violations) were obtained
by PEGE typing. Isolate SA 45, belonging 1o ST- 124, clustered
closely with isolates showing ST-5. Coaversely, isolate SA 29,
which belonged 10 ST-S, was clustered m a branch closcly re-
lated to other isolates from ST-125 (Fig. 1) The molecular typ-
ing results are summarnizod m Table 3.



MOLECULAR EFDEMIOLOGY OF MRSA bea, Mecwomscn., Vol 17,2014 15D

e
' » . e o —— - - — ]
[ e - B ~
- - ' -y
- . e ~
- . Bl Lal
- - - -
L = ~ -y
L ' - -
r— ' B -y
- ., - -
A w -
-~ ' " - A
= L] - -
- ' " -
- ' -~ -
- . “ -’
= - ~ -
Ll . B -4
- = - -y
- - -~ -y
e . - ..
Lol . ~ .-
- ' K Cal
el L] ~ -y
- ' - -y
- . K -
L ad ’ "~ L)
- ' “ -
™ - . . -
-, . ~ -
- - .~ -y B
- - - -
- = R sl
- ~ ~ -
- - - -
ad L ~ L2l
o - “ -
- - ~ -
L = B -
- - - -
- = ~ L2l
- - Rad -y
Bl - e -t C
- - Ead -y
- - g -t
- - - -l
e > e Lol
o A - -
e - Bl -y
- e R -y
. ) B -
ee - - -
- - Rl -y
) I ~ =2l
e ' " -y 4]
o . B Lol
e ' o -
Caad . - -
. . - -
) ' " -
- . " -
hand . ~ -
- . Rl -
-~ . - Lol
- ' . -
. . - -
- . - e
-~ . -~ -
-~ . K [
3
Fig. 1. Gonuc ek Sipn among 20 Seapn A wrvar iwdates hanad upon coreparom of B¢ pelod Bckd gel clocmoph proddoy cbeaaned w it
e " yone Smul. The domdy wan prinduced wany & Dice similanty coeflicient matrnn with the unseightod pair prosg mocthod with ssthenetic

e (UPGMAL Major chussars with 3 cusof of 90 % 1y were arviacarily designatod S A 10 D, Scale by Indicanes siiarity vhoos

79



Ber, Macowomsc, Vol 17, 2014

ST5IV

ST8V

ARZAMIGUEL ET AL

ST 1254V ST-125-VNVI ST.228. ST2755.0v ST-2758.1IV
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Fig. 2. Oonal evolution of 68 mvcthicllin-rovestast Sy Axcocus snrvms holates socoverod froes 207 1o 2008 af the Uaihverviy |losptal

of Lom

Panton-Valentine leukocidin genes. All 70 5 au-
resex bsodates teniod negative for the presence of the PVL genes
(MkS-PV and IukF-PV). Type strain ATCC 39775, nchoded as
a positive control, gave the expectod 433-bp DNA fragment in
all PCRs,

Discussion

In 2006, MRSA i Spain accounted for 3% of all S aurews
chinical isolates [5). Until 1995, ST247.-MRSA-I (classically
known as the ‘Iberan clone’) had boen the most froguently
observed type in the chinical environment. However, this
<lome has boen gradually replaced by others, and nomadays,
STS-MRSA-IV and STI25-MRSA-IV are the predomanant
chomes In Spaned: hospitals [28,54,35). The results of our
study are in agrocmsent with that trend: in 2007-200K, the re-
covery e of MRSA at the University Hospatal of Leon
reached 38.7%. Overall, STSMRSACIV was the most fire
quently detected chome (33.8%), followed by STI2S-MRSA-
IV (23.5%) STS-MRSA-IV (23.5%), and STI2ZS-MRSAIV/
VI (14.7%). Morcover, ST228-MRSA-I and two novel STs
were sporadically reconered, accoumting for coe olate cach
(1.5%), ST125 solates dave rarcly been recoverad world-
wide, acconding 1o the § aurews MLST database [hup.sau-
teus. mistnet). In face, caly 7 out of the 5024 tsolates available
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from that database belong to ST125 (0.14%, on 0827/2013),
Four of the isolates occurred in Spain, and the other theee in
Noway, Finland, and France, respectively. The reason foe the
spparent evolutionary success of clone STI2S-MRSA-IV in
Spanish hospitals is wnclear, nor s it understood why that
chone has not spread o other European countries.

Previows studies had reported the gradual replacement in
the chinical setting of multsresistant SCCmer chements—clas-
sically found in HA-MRSA ssolatcs—by SCCavec IV, which
was isatially detested in CA-MRSA isolates and harbors 0o
fanber resistance clements [17,20,25,28.30,54,35). The ge-
netic stnacture of the SCCmer clements analyzod in this stody
supports that finding, siece 98.5% of the tsolases in this stody
harbored SCCmee IV (14.9% of them also harbored specific
cer gene clements of SCCmer type V1), The successfial intro-
duction and persistence of the genctically shorter SCCavec IV
in clinical scttings might have provided MRSA strains with an
ovolutionary advantage m tomas of faster replication times,
allowing them to outcompete the peeviously prevalent HA-
MRSA cloncs harboring multicesistant SCCmex types [21)
Further subtypeng of SCCamoc 1V revealod that all of them be-
longed 1o subtype 1VTVe. Previows sutivemide studics repon-
o that arvund T0% of all MRSA isolmes harboning SCCmec 1V
beloog to subeype IVa [17.25,35). However, our findings aec in
agreement with those published by Argudin et al. [2], in which
88.5% of MRSA isolates carry subtype IVe. Note that the study
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2ll 70 isolmes 1ested negative for the presence of PVL genes.
According to previous stadics camed out in Spanish clinical
scttings, it scems that, despite workdwide emergence of CA-«
MRSA strains harboring PVL genes [33], this is still an atypi-
<cal situation in Spain and is mainly restriciod 10 the introduc-
tioe of exotic strains from South America [3.4.29)

As expectod, molocular typing by PFGE provided better
discrimisation tan MLST (Ssmpson’s index of divensaty of
0.909 vx. 0,701, respectively). We odserved two group viola-
thoens by PEGE (Fig. 1), which has boen previomsly reporied
since these two typing methods index very different types of
vanatioes. PEGE-typeng can detect genomic variations with a
wide range of causes, and thus identify minor vanations
among isolates collectod within a restricted geographic arca
(e.g., in one hospatal). However, such rapidly evolving se-
quences are susceptible o homoplasy, which can Ioad 10 in-
correct phylogenctic inferonces, MLST indexes varations in
scven bosschocping goncs ender stabilizmg evolution, and s
therefare moee suitable foe popolation studics,

Contingoes monitoring of MRSA clones circulating o
clinical setrings Is pecessary to better understand the clonal
evolution of successfid MRSA lincages and 1o apply appeo-
priate treatment, control, and prevemtion strategics aimed ot
hindering the dissemination of MRSA infections. Owr molece
ular epademiology study of MRSA isolates in a Spanish
health.care  imstitgion  Wemtified CCSMRSACV  straims
(STS-MRSACIV and STI25-MRSA-IV clones) as the most
reported prevalence of these clones in the Spamish chinical en-
vironment.
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We report for the first time mecC-positive methicillin-resistant Staphylococcus aurews (mecC-MRSA) in livestock in Spain. One
isolate (soquence type 130) was found in milk samples among 601 S, awrens isolates obtained from 229 dairy sheep farma. This
finding highlights the potential for zoonotic transmission of mecC-positive MRSA and the need for survelllance programs to

monitor its presence and clonal evelution,

cthicillin-resistant Ssapdordococons aurens (MRSA) s a Jead-

ing cane of mosocamasl infections eanging from mild akin
and soft tiveae infiections 1o life-threatening discases, such as sep-
ticemia, taxkc shock syndrome, endocarditis, and necrotizing
poeumania. Resistance 1o methicillin is mediated by the presence
of the mecA gene, which encodes an additional penicillin-binding
proscin, PHP2a, with only a poot affioaty for B-lactam antibiotics.
A homsadogosss gene, mecC (formerly mecA, .., ), was recemtly
described (1, 2). Becawne of its divengence from mecA (only 69%
and 63% identity at the DNA and amino acid levels, respectively),
many standard and commercial dragnostic methods fail to detect
mecC-positive MRSA (ssecC-MRSA), leading 10 inappropeiate
treatment and underestimations of the prevalence of MRSA in
dhinical and environmental settings.

Since then, mecC-MRSA bolates have been detected in 13 En-
ropean cowntrics (Austria, Belgium, Denmark, Finland, France,
Germany, Norway, the Republic of Ireland, Spain, Sweden, Swit-
zerland, The Netherdands, and the United Kingdom) and have
been isolated from 14 animal species, inchoding live.
stock, and wildlife ansmals (3], Evidence bas been presented for
the soonotic potential of mecC-MRSA lincages (4, 5). 1t s there-
fore important 10 monitor potential animal reservoirs for the
presence of such lineages.

The presence of mect-MRSA was recently reported for the fiest
rime in clisscal and environmental settisgs 0 Spain (6-8), but the
prevalence of mecC-MRSA in Bvestock and ity potential routes of
haman transmission are snknown, Spain has the second highest
oumber of sheep among the 28 European Union members and
20% of the total European sheep popelation (see httpu/www.coag
oeg). Here, we report our evabaatson of the presence of meC-
MRSA in Spasish dairy sheep farms.

We performed a retrospective stady for mecCs and mecA-
positive MRSA among a collection of 601 S auraws iolates ob-
tained from bulk milk samples collected from 229 dairy sheep
farms from August 2008 10 July 2009, Up to theee Bsolates per farm
were analyred, The Grms sampled were in 10 provinces (Avila,

Ciceres, Letn, Madnid, Palencia, Salamanca, Segovia,
Valladolid, and Zamora) that are within the Spanish geographical
area with the highest sheep milk production (60% of the nation’s
sheep mulk production). Screening for the presence of meA and
e weas performed by maltiplex PCR (%) oo coofirmed S au-
revy-positive colomies in Baird Parker medium. A samgle from 1
(0.A44%) of 229 farms (1 of 601 8. auress isolates ) contaimed macC-
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MRSA, a0d 3 (1.30%) farms (9 of 601 isolates) tested positive for
e A-MRSA, The charactorintion of the MISA solates harboring
meeC andlor mecA are detailed in Table 1. The rarity of maC-
MRSA observed in this study agrees with the indings of previous
studies i European livestock (10). macC has also been found oc-
casiooally in haman MRSA infections in Ewrope: one report
found mecC-MRSA im 0.06% to 25% of the isolates tested (3), A
retrospective study in Spain recentdy identified five mecC-MRSA
nolates amosg isolates collected fram one hospital between 2008
and 2015, In the same work, retrospective soreening for mets
among 5505 human S aurews solates received during the same
period at the Spannd National Reference Centee for Saplyfocoved
revealed two additional mecC-MRSA solates (0,036%) (6),

The antimicrobial susceptibility of cach mecA- and mecC-pos-
five MRSA wolate win testod for 22 antimicrobeal agents by a
microdsution method following the recomnmendations and MIC
breakpoimts of the 2013 EUCAST guidelines v3.1 {see hitpe/fwww
cucant . org/fileadmin/sec/medial PDFS/EUCAST _Mes/Break
paint_tablewBreakpoint_table_v_3.1.pd0 (Table 1), The mecC-
positive bolate was sensitive 10 all noo-f-lactam antibiotics
tested, as reporeted for other similar mecC-carrying isolates (3, 10).
An insereating finding was that Al mecA - MRSA solates were re-
sistant not only to B-Lictasms but abo 1o tetracycline (Table 1), The
mectC isolates belonging to clonal complex 1 30 (CC130) have not
generally acquired further resistance determinamts, although re-
sistance to ciprolloxacin has been reporsed sporadscally (11). This
suggests that the lincage has pot been extensively subjected to
antibiotic selective pressure, consistent with its kow prevalence in
the clinkal environment. Further studies to clanify thes isee are

The grmetic backgroseds of all the MRSA isolates were mvesti-
gated by multibocus sequence typing (MLST) (6. The genetic struc-
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TABLE } Characterintion of s C- andior mecA-positive MRSA isolates from dairy dhoop Garmm, Spwin, 2008 - 20
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ware of the cassente chromosome mer clement
(SCOCane) and the prosence of Panton- Valentine levdocidin (VL)
mwm(mwuuﬁw;mumw
(2, 12-14), MLST analysis covealod that the wolate
belongs to sequence type 130 (STEX) (CC130). Most macC-MRSA
isolates analyzed befong to OC1 30, respective of the i Or
igan or the host from which they were recovered. ST425 has also been
reported, but kess fraquently, and other genetic have
been described spoeadically {31, Characterization of SCCmex revealod
that the maC solate harbored SCCmer type X1, a8 previowaly re-
poctad for A8 maC-MRSA solsses studied 10 date, PVL viculence
penes were not desectod, which was not surprising, 30 all sested maC-
MRSA strains have boen negative for this virudence factar (3), These
vanous observations suggest that mecC-MRSA & still rare in dinical
netic diversity. This is an interesting conclusion because although the
lineage was first described in 200 1, mecC-MRSA has been ciradating
frecly for at foast the Last 35 years (1), MLST analysis indicated that the
mecA-MRSA bolates belong to ST, which is strongly asociated
with Bvestock, as it was eecovered from pigs i several European
coumrics, The macA-MRSA solates from (aema 741 and 1043 har-
boeed SOCa type V, and solates from farm 1040 were of sbtype
IVa (Tabie 1). PVL virulence genes were ot detectod.

The oot potential of maC- MRSA has boen formally desson-
strated (4, 5). However, there bs litthe information availlable about the
role of fivestock in the tramumission of maC-MRSA 10 humans (4),
and there has been no evidence, until now, of the presence of this
lineage i livestock in Spain. The two largest sheep populations in
Europe arc in the Usted Kingpdons and Spain (soc hepe/iwww coug
org), A recent study foend that 2,15% of dairy cattle farma in Eng-
land and Wales were positive for meeC, but inserestingly, no maC-
positive farma were found in Scothand (14). However, there are no
studies about the prevalence of maC MRSA on sheep fanms in Eu-
rope. Owr study Is the first 50 detect mecC-MRSA in Bvessock (daley
sheep farms) in Spain, This study was retrespective, and the sampling
wans not performed followieg a formal randomization peocess, so the
results cannot be directly interpeened foe prevalonde values bowever,
thin inforonation provides an overview and bascline values that can be
Mmmmm

In conchasion, we report for the first time the presence of
mecC- MRSA in livestock in Spain. Although this lineage seems to
be rare (0.44% of farms tested), it is of particalar public health
relevance becasse of ies zoonotic potemtial, its abdity to cause life-
threasersing docase (4, 6), and our inabality 10 detect it with sun-
dard 10sting procediares. This desmonatration that mecC-MRSA i
prosent in livestock in Europe, and now in Spain in particular,
highlights the need for surveillance programs; the presence and

4068 om smong
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evolution of mecC-MRSA in ansmal sod esvitonmental reservoles
nead 1o be moaioned,
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1, Introdection

ABSTERACT

The emerpence of metha - crsntant Staplyforacr aurres | MRSA) i food- pradkecong aremals Sus poowoked 4
Srout concem in the presence of MISIA in suociased foodstull 1s i wadly, we Suve sasewod Sor (he Bt time the
presence of MRSA in food confiscaned from non-EL Bghts. We performed 2 search for MESA assong 195 food
sarrgies confindated froes passengers on Dights oo teenly ote ton-EL coumtries s 2012 and 2013 One haun-
dred and seventeen mest samphes of diverse andmal ortgn | Inchading amelope., beel. dricken. duck, puinea peg.
pork, rodents, and turbey). 75 dairy prodects (74 cheeses and 1 buster) and J e were analyaed. All S v
worre anadied By pulved-fekd pel clectsophoreus (PICT) and antenkcrodial uncrpotalay trsting. MRSA soloes
worre Sarther characteriand by mudtiloce sequonce typing | MLST ) SCCmex typng, and tested for the prsesce
of Parsoo-Valestine leubockdin (TVL) virdence facson. Overall 65 food simples were posive foe 5. aarvs
(L0 Son S awrvnn straion were MRSA (9 15, ol of thees i Mgghts Som Bolivis [ a0d 3 Som the wame pumen-
). Armong methaciiin : S ourews [MSSA) (00 out of 66 5. cxrpss straim ), 4415 were reuntant 0o
penicilin, POIT 1o tettacycine, 855 were resistint 50 assnoghcosides | armslacin and tobearmycin) asd 140
exirbnioed the M phenotype. MRSA solates were senstive 10 Ml non % Lctam antibsoncs tesoed. Smal PFCE
anadysts provaded 40 penctypes among the S awreus okstes (thiee pesctypes among the sixn MRSA ). Froe
MRSA isolates deloaged 10 ST8 and hardoored SCOmer type IVC a8 well a4 PVL grnes. One inolate belooged o
ST1040, durboured SCOmee type IVE 4nd tested negative lar the prevence of the FVL peses. s conclusion, =
thin wady, we report for the St time the prevence of CA-MISA in food confiscated froes son-EU Mghts: STY
STIG40-NMIESA-IV. These resudty confirm the illegal entrance of Sood & 4 seglected route of transesinion &
werll a1 the dessernnation of secoessfil CA- MESA Recuges Amoog couneries via dlegal Soods. As 4 reselt, diegally
impomed food coukd play 4 role i the prevalence and evalution of MESA dones in e communiy

© 2014 Elsevier BV All nights reserved

ncrease the assocasted coues. Carrently, methicillin-resistant S surea
(MRSA) ts daunbuted worldwide and comInutes 2 major concerm in

Staphyfococcin asrnn is an mportant cause of food pooning: it is
eszimated that an average of 241,148 episodes of domestically aoquired
foodborne Maesses caused by S ewreus occurs i the United States
(Scallan et al, 2011), ba addition, it is  leadag Casse of sosocomaal in-
vastve infoctions ranging from mildd skom and soft thaue infections to life-
theestening dincases vach 23 septicaemiba, endocandtx and necroturing
pocumonia {Lowy, 1998, S aaress frequently harboors antiblotic ress-
tance determinants, which compiicate treatment and significamly

* Comesponding sethor o Teonakingion Agrars de Cantila y Lot (TEACHLL
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Brarman hoalth becasne of its complex epidemiology and its abiley 10 -
Quire noved aandiockc restszance mechanisans,

MRSA was fird described as early as 1960, within 2 year after the -
chusion of methacdlin in the chnical practice 10 treat infections cassed by
the emergence of perbalin-resistant S ureus (Jevoms, 1961 ). Its pres.
ence was initially restricted 1o the clinical emiroament, but o the end
of the past decade, the firs cases of MESA infections i the community
weere repoctod, alfecting people who exhidbited pon-typical risk factoes
of hospital acquisition (Otter and French, 2010). MRSA isolates recov-
ered from the communty exhibit partioular phenotypic and genotypkc
features such as distinctive gemetic hackgrounds, ssaller stapiylococcal
caseste chromonome mos (SCOmee) types [V oc V. 2 non-multiresistant
anitiotic profile and often encode virulenoe facsoes such a3 the Paston-



Valentine leukoadin (PVL), Conseguently, nolates recovered feom the
community were deskgnated commumity-assockated MRSA (CA-MRSA)
to distinguish them from those present in the cinical seetings, o hospe-
Lal-assocated MESA (HA-MRSA ), Recently, MRSA beloaging 1o STI98
was observed to colonize pigs and people professionally exposed to
pig-farming in several European countries (Voss et al, 2005 Witte
et al, 2007). Later studies reveaiied the peesence of that lincage in
other food-producing animals, aad therefore it was designated as
livestock-associated MRSA (LA-MRSA ). These findiags revealed that
companion, livestock and wildlife animals can play 2 major role as
MRSA reservoirs,

The emergence of MESA in food-prodecing asimals has proveked a
great concern in the presence of MRSA in assocuted foodseull, The
role of food a5 a vehacke of human MRSA colomization of infection Is
deomed 10 be low By the European Food Safety Authonty (EFSA)L How-
ever, foodorme MESA infections have been formally demonstrated in
several occasions (Jones et b, 2002; Khuytmans et al. 1995), and food
should not be discaeded a5 2 route for transmission of suocessful LA-
and CA-MRSA lineages. In this study. we have evaluated for the first
time the presence of MRSA in Sood confiscated from noe-EU Mights s
an intersational alcport (Bilbao, Spain ). This informacion provides an
overview on the rate of MRSA importation via contamnated illegal
food, consequently, defining a neglected route of transmission, as well
a8 to reveal which clones are imvolived,

2. Materials and methods
2.1, Food samples and detection of 5. owreus

A total of 195 food sampies were confiscated from pussengers on
flights from twenty-ooe nen-EU countries at the International Bilhuo
Nepeet, Spain (wwwacropuenodebibuo net ) from Ageil 2012 to June
2013: 117 meat samples of diverse animal origin (including antelope,
beel, chicken. Suck. puined pig. pock. rodents and turkey ), 75 dairy
produces (74 cheeses and | butter] and 3 eggs. Seemples were confiscat-
od by the Border Authorithes at the Bordey Inspection Post. The origin of
the samples was wide: Africa-Equatonial Guinea (7) and Morocco (2),
Cestral and South America-Argenting (8), Bolivia (36), Branil (13),
Colombia (4), Dominican Repeblic (6), Ecuador {19, Paraguay (6).
Peru (29), Puerto Rico (2), and Venensels (2], Asia-People’s Repeblic
of Chuma (31), Negal (1], and Turkey (5). Eastern Europe-Bosna and
Herzegoving (1), Georgia (4), Moldavia [10), Sertea (3), and Ukraioe
(3), Oceanta Australua (1) and 1 sample froas an wnknown origin | Sght
came from Pars, Frasce).

The detection of S eureus was performed following IS0 6885.2 (150,
1999). . awreus solases were further confirmed by real-time PCR a3
previcusly described (Trodfkovd ef al, 2009). A positive colosy with
the correct morphology i Baird Parker agar was taken for further
Typing sests (MRSA Diotype, antisotic resitance and genetic typing ).

22 Screenisg for the presence of MRSA

The presence of mecA Jnd mecC in S, awous isolates was tested by
multiplex PCR a5 previously described (Stegper et al, 2012) mecC and
mecA postive controls, as well a5 non-template controls were iscluded
n each run.

2.3 Aacimvicrodial ssecrpabelity estieg
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amikacin, gentamicin, obeamycin, mupirocin, nfampen, tetracycling,
Tusidic ackd, fosformycin, Roenolid and cotrimoraole,

24. Charocsernizsnion of the gemetic bockgrowsd

Genetic characterization of S, owrrus strains was caened out by
puolved-Seld gel electrophoresis (PFCE) as previously descnibed
(MCDOugal et Al 2000 ), PFGE patterns were analyzed with Biossneris
v/65 (Applied-Maths NV, Sint-Martens-Latem, Belpum) to describe
genetic relationships among isolates. Dendograms were constrixted
using the Dice similarity coeflicient and the unweighted pair group
mathematical average (UPGMA) clussering algorchm with 1.5% in the
tolerance and optimization values, The Simgnon index of diversaty was
calculated 1o assess the descriminacive power of PFGE by using
the Comparing Partitions website hosted at durwin phyloviznet/
CompariagPamicons/index pdpTlink « Home,

Mudtilocus sequence typing [ MLST) of MRSA strains was performed
a5 descnbed elsewhere (Ennghe et al, 2000). Alicic profiles obtained by
MLST were assigned by compuning the resalts obtained with data
available i the S, auress MLST databuse hostod at saureus it net,
Indormation on the MESAs was submitted 1o that database.

25, Typeng and sadyping of the SCOmee element

The geoetic structure of the SCOmec element was determined by
multiplex-PCR a5 previously described [ Kondo et al. 2007 ). It alows
the discrimsination of the SCOmec types | BLIL IV, V and VL a3 well as
the vartants 1A and IIA. SCCmex TV was further subtyped into 8 different
wbeypes, from IVa 1o IVh, by multpbex-PCR a3 previously describod
{Mdheirko et al, 2007),

26, Detection of Penton-Valentine keakookdie virulence focron

We mvestigated the presence of the VL gones (ukS-'V and kaf-
V) by conventional PCR a5 descrided by Linag ot Al {1999), Reference
strads ATCC 49775 was used 25 2 positive control.

3. Resules

30, Presence of S, currus asd MIRSA b Jood sanples confiscered of the EU
point of entramce

Overall, 66 food samples were positive for S. aurews (33.9%) 39
cheeses {5015, 26 meat prodocts { 394%) and 1 egg (1.5%). The origin
of the positive samples was widespread: Africa, Central and South
Amenca, China, and Eastern Europe. but the samples were mainly
from Central and South America (Bolivia, 16; Peru, 12: Ecuador, 4.
Paraguay, 2; Brazil, 2 and Colombia, 1). The mean 5. owreus count was
182 « 10" CRU/E ranging feom 10 x 107 CRUE in several samples to
92 « 10” CRUg in one cheese from Ecwador (Fig 1).

Six molates were MRSA, harbouring the mecA resistance determi-
nant {2150 The charactenistics of the MRSA iselates are detatled in
Table 1. Interestmgly, all uix MRSA were detected in fMlights from
Bolivia, Free MRSA were recovered from the same passenger: four
were identified in four different dried meat preces and another in pork
usages. The sixth MRSA was idestified w2 choese sample from a
Afferon passeoger.

32, Antibseric susceptityity of the S, awreus bolases

Antiblotic ssceptitalgy testing revealed 10 resistance profiles
(Tabde 2). Among the methiailinsensitive S. cureus (MSSA), 4415 of
the isolates were resistant to penicillin. 10.2% 1o tetracycline, 85X
were resstant to aminoglycosides (amikacin and tebramycin) and
14X exhibited the M-phenotype. MRSA tsolates were semsiteve to Al
0o Lcram antdsotics bested,
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13 Genesk characserizanion of the S oureus tsolates

Cenetic characterization of the S, eureus isolated strains by Seeal-
PECE provided a fingerpoint pattem consisting o 1217 DNA fagments
of approximately 22-760 kbp (Fig. 2). Overall 40 genotypes were
observed resukting in a Simpson index of diversity of 0977 (O 95%:;
0.565-0.990), Interessingly, the free MESA nolates recovered from the
same travelier showed relted genotypes: the four isolates recovered
from dreed meat pleces exhibited the same fingerprint pattern. and
the olase obeained from pork shenages was closely selated. showing
85.7% shvslarity, MRSA tsolate from the second passenger exhibited 2
unique gesotype (Fig 2). Further characterization of MRSA isolates
revealed that the five nelses recovered from the same pussenper
belonged 10 sequence type (ST) 8 and barboured SCOmer type IVe as
well as VL genes. Intorestingly, SCOmer typing of the isolate recovered
from the sauages was not possibie: the multiplex PCR-2, wiich types
the mecA gene complex class, gave 2 2827 bp DNA fragment., consistent
with type B But multiplex PCR-1, which peovides the cor gene complex
type, did not amplify. MRSA isolate recovered from the second traveller
belorged to ST1649, harbowred SCCOmec type IVe and tevied negative for
the presence of the PVL genes.

4. Discussion

We report 3 study 80 Jasess the role of iliegal entrance of Sood to Eu-
rope through ssernational lights as a neglected roote of transmission
of 5. osrews 2ad particularty MRSA One-thind of the food samples (66
out of 195; 31.9%) were pesitive for S awrews, and 2 significant member
of strains (15 of 65; 23.1%) were resistant to two or more antibiotics

Tabde 2
Astisotic cosslance profiies of (he S awrss sirstms froen confincatrd foods fee
passengrny of Dighes Svwn cleven non-dL) covetrien. 2002-201 %
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(Table 1). Boch findings highlight the potencal | neglected ) transmission
of § owress via illegal entrance of Sood products and A serious conceen in
publxc health due to the ceculation of mudtidoug resistant strains. Inter-
estingly, the mean S carens CFU counts in the food samples was elevat-
od (Fig 1), representiog more than 3 Jog over the established lenies (M
values) o EU regulation 207372005 for pasteursed cheeses and the
IOMSFs recomenendation for mest prodacts (IOMSF, 201 14, 20110, &
can represent a sowce of food posoning as some of the foods that
were positive were sot expected 10 be submisted 1o culinary procedures
that can efiminate either the stramns of the derived preformed toxins. On
top of that, 6 strains were MESA (9.1%), The emergence of MRSA in
food-peodacieag animals has elicited 4 major concerm in the preseace
of this pathogen In assockated foodstull and its potential rode as a
MESA reserveir, Many studies have identified the presence of MRSA in
food samples of very diverse anisal onigin from different countries,
The prevalence of MRSA in food greatly varies depending on the
animal's erigin and the country, it seenms that while pork had the highest
Contamsnation rate in the USA and Canada (Pu et al, 2005 Weese et al,
2010), in the Netherfands and Denmark, the highest prevalence has
boen found in poslitry (Agerse ¢t al, 2012 de Boer et Al 2009;
OBrien et al, 2012). However, these dfferences could be due to difer-
ent sampling strategies and more formal prevalonde sudies involviag
several countries should be condacted to conflem this hypothesis.
The role of food a3 2 source of buman S aweews colonization or infec-
tion is considened 80 de low by the EFSA. However, foodbonse outberaks
of MRSA infection have alrcady been reported (Jones et al, 2002,
Kuytmans et AL, 195], and the role of food in the prevalence of
CA-MRSA has been recently demomstrated (Ogata et al, 2012). Theres
fore, the potential role of food in the dissemination of ssccessful MRSA
Eneages cannot be dsregarded. Remarkably, the six MRSA solates iden-
tified in this study were collected in food samples of flights feom Bolinda,
and beloaged o successfil clones of CACMESA: STE-MRSA-IV and
STI649-MESA-IV. STIGA9-MRSA-IV has been racely reported, but it

Tade t

Chtacteridns of methac e sesoiant Maphpla o cm s sedaiey Geteuted in Ao siegier Gox ormssoned on fhghes Tt eheves oon EU couetres 20022010
bodate St g rgm YL pewitie T WOy Cewdarur profle ™~
(L] Ovied mvest L) A LIL)] N L] Yer
avem w) Dkt wwest foiova A L e L] Voo
1B 864 Ovied ovat L] A R e o Yo
LAV &y e L L] Ll Unkromes L4 Yer
[ELEEE Y Dvied merst L) A (%) e L Yeu
(LR Pal O L 4 WS (6 e L4 N

ST wguence type CC, clonal compley; PVL Pastan-Yasncior besbacide vindoncr Lason,

* SC0mey wan yped an pevvioundy Sncribnd by Kando o1l [ 2000 ) Mudsghen FOR-2, wisch rypes the mevA proe complex class, gave & 2507 59 DNA Eagmens, comuses with now &

POR- 1, whnch poovides (e (17 grvwe oype Gl not ampidy
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has boen recently found i community sectings is Boliva and Pera and
in healthy carriers in Spain (Bartoloni of 21, 2013; Lovano et 4 2011),
These fladings point out 10 3 human soerce of contamination caused
by inapproposte handling of food. Interestingly. whille maost Exeopean
studies have reported the of LAMRSA clone ST398 in food of
various animal origins (de Boer et al, 2009; Lozano et al, 2009), the
presence of this clone i the USA and Canada still seems 1o be scaece,

and instead swcoessful CA-MRSA clomes are frequently reported
(Ehargava et al, 2001

b conchusion, in this study, we report the presence of successiul
CA-MRSA i food confiscased from son-EL) Mighes: STRSTI649-MESA-
V. This is the fiest time such an investigation has been performed.,
These resalts confirm the dlegal entrance of food a3 a neglected route
of transasission & well a5 the dissemmination of sucoessal MRSA lincages
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amoog cosmtnies via illegal foods. As 2 result, Segally imported food
could play a refe in the prevalence and evolution of MRSA clones in
the community.
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Avadable soloe 22 Novewter 2014 mwuxmam»mwmm.mwmwmawmd
of foodboone pathagem, and in purticular of metheclien rethilant Staplilococcss surne (MRSA)
18 this study, we huve auscised the prevence of MIESA in Soads sebd in 2 black market a2 an DU bordes (e south-
eask part of Romusla, on the border with Republic of Moldavial We perfonmed 2 search foe MESA among 200
food sampies collected from 2012 10 2003 Al S awrrss were soudeed by pulsed.feld gel slectiopbaresis
[PHCA) and antimwcToRN suncopt Dty tesnng. MRSA okates were frther (haracternaned by mltilocss sequence
typeng (MLST) and SCOmwx typing. and testnd for the prosence of Paston- Vabkmitioe Meulackdin (VL) virulenoe
facsors. Overall, X2 5. swress molates were revovered fhom 16 food sasples (B1), One isslate detected in 2
pork Led sample wan MRSA (O.55). PRGE wath the restricnon evayme Sl revesled 12 peaotypes smong the
12 5 swrrs holates, The MIESA nofate belooged to sy type 198, hart W Cmwex type V, tesand negatioe
for the presence of the VL genes and wan srsintang 1o Ciprofionace, Setracycline and cefasolin, beudes o |4
Lxctarm, Asscng 31 ssethicllie-sermitive S surn (MSSA ), 29T weve sesiaant 80 peracilin, 9.7% 10 tetracychne
andd 1.2% to oprofienadin In condiusion, i this wody we report the presence of Ivestock asseciated NRSA in
foods sobd 0 2 back market 3 an EU border: STISE MESAV, These resuies confinm the potential rofe of food
I the Srssemanaton of MESA kneages anong pop and the p & roie of Wegally introdeced food to
1) i the provalence and evolation of MESA clones in the commsnity,
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1. Introdection

It is estemated that Seaphyfococos eareus peodeced an average of
241,148 episodes of domestically acquired foodbome ilinesses caused
in United States (Scallen et al, 2011), representing an important cause
of food pononing. In addition, this foadborne pathopen Cause NOSCCOmS-
o Invasive indections rangieg from misd shin and soft tissue infections
to hife-threatening diseases sach as septicoemsa, endocardiels and

Adbrrvicnoes MESA v SCCmey, stapivyio-
coccal cavene chepcwsoow wwe MV, Pastoo Vaentior Wulockder CA-MRSA,
COMmEmasaty Faciannd NIRSA. LA MIRSA, bvwstan k-assncuutnd MESA, PYCE, puurnd Sl
p‘ ALST o Quesce typeng: 5T, e

g At 2t by Ll o M-m&(-’aﬂ:ﬁm“)
wawo.mmam.mcmnmamm
10 Valladold Spaem Tel: « M) 415070 G« M) 40002

1 mad adtens ratartabgral am | D Radriger s

Y These svton conm@eand sguilly 9 O work

by St ong Y0 100 Jilbodmacrs 054 11213
VA LT 2054 Dharvier ALY AS righen reweeved

necrotining pocumonia (Lowy. 1958 ) it has been estimated that around
30K of healrdyy human divideals are colonined by this opporunnse
pathogen (Graveland et al, 2001 ) S awrews frequently harbor satblotic
resntance determinants which complhicate treatment and significantly
increase the xssoclated costs. Currenaly, methicilbn-resszant §. aurrus
(MRSA) i distritated workiwide and constitutes 3 major concern in
Pruman health decause of its complex epidemiclogy and its abwiity 1o ac-
quire novel antitsotic resstance mechanims.

MIRSA was first described 1o 1950, within a year after the inclesion of
methiciiin in the chinical peactice 1o treat infections caused by the emer-
gonce of pesscillin-rexistant S quress (Jevons, 1961). Ity presence was
restricted 1o the clinical environment initially, but at the end of the
past decade Byt cases of MRSA infections in the community were re-
ported alfecung people who exhited no typecal risk factoes of hospetal
aoquisition {Otter and French, 2010 Until the beginning of this century,
MRSA had doen rarely reported in Bvestock. It was first descrided
1975, and after that, only sporadic cases were reported in the following
25 years. Froem 2006 onwards, MRSA belosging to sequence type (ST)
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98 wan cbserved to colonine paps and poople professsonally exposed o
pig Larming in several Exvopean countries (Voss et al, 2005; Witte e al,
2007). Later studies revealed the presence of that lseage in other food-
producing simals, and therefore was desgnated livestock-associned
MIRSA (LA-MRSA ).

Emergence of MESA = food-producing anissals has provoked 3
great concern in the presence of MRSA in associated foodstuff doe
to the potential for dussemination im the population, The role of
food as vehicie of human MRSA dissemination is deemed to be low
by the European Food Safety Authority (EFSA ). However, foodborne
MRSA infoctsons has been formally demonstrated in several ecca-
slons (Jones et al, 2002; Kioytmans ot 2k, 1995), and food can be 2
successful route for transmissson of MRSA ncages, In this stedy,
we have evaluaied the presence of MRSA in food Wiegally introduced
and sold in a black market af am EU border (the southeast part of
Romania, on the border with Repubiic of Moldavia ), This informaron
provides am overview on the potential rak via foods introdeced from
non-EU countries & personal goods, which are then illegally sold o
EL consumess, consegquently defining a neglected route of tramsams.
sion, as well 3 10 reveal the role that it coslid play in the prevalesce
and dissemination of MRSA

2. Material and methods
21 Sompling and bacrerial iolotes

A total of 200 samples weee takes froos July 2012 1o Feboaary 2013
in a black market tn Calatl, Romania, a place close 10 the border with Re-
public of Moldavia. The food samples were transported under refrigera-
on 10 the laborasory and their analysts stared in the
same day they were collected. The food samples were classified into
four categories: etk and dairy peodacts (36%), fish and fab products
(31%), meat and meat products (20%), and 13% others (eg eggs
Discuits, spices ). Sampling wan done randomly and the Sood samples
were tested for the presence of S @ureus iIn xcoedance with
150 6888:2 (IS0, 1999) and conflemed by real-time PCR (Tradikovd
et al, 20000

22 Screening for the presence of MRSA

We assessed the peesence of mecA and mecC in all S surens solates
by medtiplex PCR as peeviously described (Stegger ot al, 2012}, mecC
and mecA positive controls, 25 well a3 non-template controds were -
cuded i cach nm.

2.3 Antimicrobial susceptibliity testing

Antimicroblal susceptibslity testing was performed by the
macrodilution method following the recommendations and MIC
breakpoiats of the CLSI guidelines (2012). Susceptideiny to the fod-
lowing 20 antimicroblal agents was tested: penicillin, oxacillia,
amaxicillia/clavulanate, daptomycin, cefazolin, erythromycia,
clindasycmn, teicoplania, vancoamrycin, oprofloxacin, levolloxacia,
amikacin, gestamicia, tobrasmycin, mupirocin, rifampin, tetracy-
choe, fesidic ackd, fosfomycin, linezold and cotrsmoxarole.

24 Genetic fiagerprinting

Genetic characterization of all solated S aureus was caenied out by
pulsed-field gel clectrophoresis (FFGE) as previomly described
(McDougal ef al, 2003), PRCE putterns were aaudyned with RBicaume s
VAG (Apphed-Maths NV, Sint-Martens-Laterm, Belgiom ) 50 describe ge-
nmetic relatiombips among isolites. Dendogranss were conirected
using the Dice similarity coefficient and the unweighted padr group
muthematical average (UPCMA ) chustering algorithm with 13 in the 1o}
erante and optemization values, The Siwpson’s indes of drversity was
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Multilocus sequence typing (MIST) of MRSA was pecformed as
described elsewhere (Enright et al. 2000). Allelic profiles were
assigned in the § ourews MLST database hosted a8 hitpe/ ‘saureus,
mistoet/. Information of the MRSA was submitted to that
database.

2.5 Typing ond subtyping of the SCCmec element

We determined the geneti structure of the SCOmec element by
multiplex-FOR a5 previously described (Kondo et al, 2007), This snolec-
ular method allows the dscrieninacion of the SCCmec types LILEL IV, V
and VL a5 well 45 the varints A& IRA

246, Detection of Ponton - Vislentine leskockdin vinslence foctors

We mwvestigated the presence of the PVL genes (kS PV & hilf V)
by conventional IFCR a5 descritaed by Lina of al. (1999, Referonce strain
ATCC 49775 was used as poseive control.

3 Reselts and discussion

The emerpence of MRSA in food-producing asseuls has eliciied 4
preat concern in the Last decade on the potential role of foods in the dis-
semmination of MRSA lincages. Comsoguently, many studies have
assessed the presence of this pathogen in food sampies feom different
countries and ansmal orging, Prevalence of MRSA in foodstulf greatly
vanes depending on the asimal aod the country of ongin. Ths, wisle
pork showed the highest contamination rate in the USA and Canada,
posdtry did in the Netheriands and Denmark (Bhargava ot ol 2011;
Kluytmans, 2010). In this study we analyzed 200 food samples from a
black market in Galatl, Romania, 4 place close 10 the border with Repub-
Tic of Moldavia, assessing the presence of MESA i foods Segally intro-
duced and sold in 2 black market closed 10 an EU bordesr. Crossing the
Romnantan bordier with food is allowed just for low amounts a3 personal
Po0ds oa distances that 4o not overpass 50 km, but very often these
foods are llegally soM i black markets. There ase 9 border crossings be-
tween Romania and Repediic of Moldova and 5 Romanian cithes situated
at distances that are in accordance with the Romanian law 1002010 In
cach of those caties, there &te 0oe o Two markets where Moldavians
are coming daily to sell foods. Food preducts sold in such places are
not coming only from Moldavia, bet also from Ukraine. Bulgana and
Russia. Those msarket are organized 1o sell fresh fnaits and vegetables
and do not have facilties for refrigeration. Despite the fact that local ae-
thoritees imtalied adverts saying that food of animal ongis is forbidden
to be sold and make periodical controls of the activity taking place in
(hese markets, eggs. fish and fish products, milk aad dasry products,
meat and meat products are sold daily. It is difficelr 10 estimate the
amounts of food from non-EL cosntries entering in that way, but the
frequency of this phenomence is constant and high Funhermore, Reg
(CE) 2062009 regarding the introduction in the £C of personal food-
stulY of anienal ecggin bans the introduction of meat, mitk and derived
foodstut? i they are not from EU-countries or Croatia, Fasroe Blands,
Ceeenland or loelind.

Overall, 32 S eureus solates were recovered from 16 confiscated
food samples (8%): § milk and dairy producty, 5 fuh prodects and 3
meat amples. Among thes, one isolate (0.5%) recovered from pork
Lard sample was MRSA a3 harbored the mecA reststance deserminant.
Noae nolate harboced the mecC Bomologue, Cenetic characterization
of all 32 S auress by Smal-PFGE provided a fingerprist pattern
consisting on 13-17 DNA fragments of 20-670 kbp, appeaxisnately,
Twelve genotypes were otiserved resulting in 2 Simpson’s Index of Db
versity of 0909 (C1 955 0.854-0963). but no relationship among the
pubiotype and the sample type of the date of confiscation was observed.
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Non fermented unsaliod sheep cheese
Non fermonted cnsalied sheep cheose
Non fermentied unsafied sheep cheese
Non fermented unsaled sheep cheose
Goat cheese
Whay theese
VWhay choese

Shoep cheeseo salted n bene
Anfcsl Diack caviar
Fresh cow cheese
Fresh cow cheese

Date of confiscation
8112012
1409 2002
w202
14002012
14002012
“oe 2002

1406 2012
14002002
6-11-2012
6-11.2012
1406 2012
1400 2012

20012013
8112012
6-11-2012
6112002
6112012
20012013
04-02-2013

1405 2092
1406 2002
14092002
W06 2002
08 2002

B0 (ST00) 4N ASopmounpy oo [ ] [Ouscmuiny | 0 12w v 3
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Note that m some cases iiolates sbtaned Srom the same sample showed
dilffevent pubsotypes, though mest of them were closely related (Fig. 1)
Five isolates, including the MESA isolste. were not typeable by Sal-
PFGE suggesting that they belonged 1o sequence type (ST) 398, since
it has been previously demonstrated that this lineage shows an umsual
resistance 10 digestion by Smel (Chung et al, 2000), Indecd, further
characterization of MRSA tsolate confiemned that it beloaged to ST398,
harbored SCCmex type V and tested negative for the presence of the
PVL gemes. Andibiotic sesceptbilty testing revealed S resstance profiles
(Table 1), Overall, 19 strains [ 59.4%) were fully susceptidtie to all antibi-
otics destod. Howewer, the MRSA solate was sot osly resistant 1o all |5
kactams but also to ciprofiexacin, tetracycline and cefazolin, Among
the methicllin-sensitive 5, aurew [MSSA), 9 strains (28.1%) were resis-
tant to peniollin, 3 strams (9.7%) to tetracycline and 1 stran (3.2%) to
oprofiaxacn (Table 1),

We found a relative low percentage of foods contaminated with
S aureus (8X). and only one isolate was MRSA (0.51): STISS-MRSA.V.
However, this solate was multidrug resntant ot oaly 10 {-lactams
but also to other theee antiblotics widely used in chemotherapy
(Table 1), The MRSA recovered from food are not necessarily relased
o that present in the animal of origin, and two types of genetic back-
grounds can be found in foods: commumity-asanciated MRSA (CA-
MRSA) present in food due to a human seurce of contamination by inap-
propeiate handling, or LA-MRSA via contamination of cancasses during
slasghtering of MRSA-positive animals. Intercitingly, while most
European studies have reported the presence of LA-MESA clone ST398
in food of various animal origing (de Boer et al, 2009; Lozano of al.
2009} as in the case of our study, it seems that the presence of this
done in the USA and Canada is il scarce, and imbead sucorssful CA-
MRSA clomes are frequently reponed ( Bhargava et al, 2011). The resudts
of a recent study monitoring the presence of MRSA in illegally imported
food confiscated 10 passengpers of non-EU flighes in a Spanisd Asrport,
which abso represents 2 neglected route of transmission of MRSA to
EL, corroborated that scenario; the MRSA obtassed were from the
Amenican continent (Bolivia) and belonped 1o two sucoessful chones of
CA-MRSA (ST8 and ST1649) (Rodriguez-Lizaro et al, 2015). In both
Canes 1t seerms Chear that food can play 2 rele in the dusemination of suc-
cessful CA- of LA-MESA into general popualacion. lndeed, Soodaorme cet-
breaks of MRSA infection have been reported (Jones et al, 2002;
Khaytmans ef A, 1095), and the role of food in 1he prevalence of
MRSA hus been recently demonstrated (Ogata et al, 2012). In this
sonke, there is a growing general consenngs that the transmisuon
route foom environment 10 hospital invelves not oody humans and eovs.
rommental bacteria, but also animaly and food products (Goardies-Zom
and Escuder, 2012; Spanu et 4, 2012),

In conchesion, the results obtained in our study confiem the potential
role of food in the dassemination of sscoessful MRSA Rneapes, and define
Mlegally introduced and sold food a5 2 neglected route of MRSA dissem-
imation, wisich can play a roke i the prevalonce and evolution of MESA
clones in the community.
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We investigated the pathogemacity, invasiveness, and gemetic relatedness of 17 clinical Listersa momoxytogenes stains solated over
# period of nine years (2006-2014). All solates were phenotypiallly characterised and growth patterns were determined. The
antimicroblal susceptibdity of L. monecytogones bolates was determined in E-testa. lavasion assays were performed with cpsthelial
Hela oclis. Finally, L. momocytogenes isolates were subtyped by PEGE and MLST. All isclates had similar phenotypic characteristics
(f-haomolysis and leothinase activity), and throe types of gromth curve were obacrved. Bacterial recovery rates after invasson assays
ranged from 0.09% 80 2.26% (162 £ 0.46). MLST identified 11 sequence types (STs), and 1 PFGE profiles were obtained, indicating a
high degree of gonetic diversity. Genetic stodies unequivocally revealed the ocowrmence of one outbreak of listerionsis in humans that
had not previously been reported. This outbeeak ocoarred in Oxtober 2009 and afected three patients from nesghbouring towns. In
conclusion, the molecular cpsdemiological analysis chearly revealed a chaster (theee human cases, all ST1) of not previously reported
listeriosis cases in nocthwestern Spain. Our Sndings indicate that molecular subtyping, i combination with epidemiological case
analyvis, i oential and should be implemsented in routine dagnosis, 10 improve the tracing of the sources of outhreaks.

1. Introduction

Listeria menocytogenes is an emerging foodborne pathogen
capable of infecting animals and humans. It is the leading

cause of death in reported cases of food poisoning [1]. The
groups at highest risk of listeriosts are pregnant women, in
whom this infection may cause late miscarriage or stillbirth,
neonates, immunocompromised individuals, and the elderly,
in whom it causes mostly septicacmiia and meningoen-
cephalitis (2, 3], The incidence of listeriosis has recently

1

been reported to be higher among the elderly than in other
groups [4,5]. The case- fatality rate ks still increasing (20- 30%)

workiwide, despite antibiotic treatment [6, 7). Noninvasive
Fisteriosis is often associated with febrile gastroenteritis and
sometimes with cutancous forms, as observed in veterinary
surgeons coming into direct contact with aborted foetuses
from livestock [8, 9]. The disease is usually vertically trans.
mitted during pregnancy or acquired by the consumption
of contaminated food, particularly freh and ready-to-cat
products that are pot heated before consumption (10, 1]



A European Food Safety Authority (EFSA) baseline study
focusing on ready-to-cat (RTE) food indicated that smoked
and martnated fish products carried the highest risk of L,
maonocytogenes contamination [1]. In the US, poultry meat
wis found to be responsible for most (63%) fatal cases
of listerionss [12]. A recent study showed that foodbome
outbreaks in hospitalised patients on Immunosuppression
treatments were linked to hospital food (e.g., sandwiches and
celery) [5].

L. monmecytogenes coeaists of four discrete evolutionary
lineages (1-1V) and 13 scrotypes [13, 14]. Historically, diverse
molecular typing mﬁhods. Indudlq PFGE. multilocus
enzyme clect have been wsed to
Mtkmk&mﬁyduhmmmwmlm«
national cutbreaks. Thus, epldemic clones (ECs) involved in
geographically and temporally distant outbreaks or in large,
single outbecaks have been defined [I5]. In the last decade,
ECs have been redefined on the basis of multi-virulence-locus
sequence typing (MVLST), which &s based on the analysis of
six to eight genes [16). Multibocus sequence typing (MLST),
which is based on the analysis of seven housekeeping genes
[17], has also been used for the definition of clonal groups.
Sequence types (ST) are defined as a unique combination
of MLST allele designations used in the MLST scheme, and
clonal complexes (CC) are defined as groups of STs ditfering
by only one howusckeeping gene from other members of the
group. An analysis of L. Isolates from five
continents by MLST demonstrated the existence of globally
successful genetic groups [18]. Seven “epldemic cones™ (ECs)
have been defined by MVLST, each descended from a com-
mon ancestor with a skmilar and spatial virubence
profile (16, 17, 19, 20|, ECI, corresponding to the CCI identi-
fied by MLST, and ECIV (CC2) appear to be cosmopolitan
clones invalved in many outbreaks [16]. L. momecytogenes
sequence type (ST} 6 (ECIH) has boen implicated in human
meningitls with a fatal outcome [21), L. momecyfogencs
serogroups most frequently associated with clinkal cases are
serotype 4b, followed by 172b (genetic lincages 1 and 111),
and 172a (genctic lincage 1) [H], L. monocytogenes serotype
122 Is increasingly being isolated from cases of invasive
listeriosis in Maly and Switzerland [28-24]. A link between
isalates obtained from patients and isolates obtained from
smoked fish bas been reported in Scandinavian countries
(Sweden, Norway, and Finland) and in castern Spain [25-29],
Furthermore, actual outbreaks of Hstertosis have been linked
to L. mowocytogencs serotype 1/2a and seem to be particalarly
prevalent in cheese processing plants (10, 30-33].

The Incidence of listeriosis in Spain has increased steadily
over the last decade. There were a reported 0.56 cases per
0000 inhabitants from 2000 to 2007 {34]. Martinez ot
al. [35] reported 0,67 invasive listerlosis cases per 100,000
Inhabitants in Valencia during the 20082010 period. In 2042,
the notification rate for listeriosis cases in Spain was the
second highest of any member state of the EU (0.93, versus
an EU-wide rate of 0.41 per 100,000 inhabitants) (6],

Mortality rates are high for invasive Nsteriasis, justify-
ing the use of combinations of molecular subtyping toals
for the identification of clusters associated with outbreaks,
tracing the source of the outbreak, and peeventing further
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transmission. These methods were therefore combined in a
retrospective study focusing on invasive listerionis cases in
Ledn (2006-2004) and imvolving in vitro virulence testing.

2. Materials and Methods

2.1, Case Definition. All patients suffering from meningitis,
bacteraemia, or infection during pregnancy were considered
as potential cases of listeriosis. The infection was confirmed
by the isolation of L. manocytogenes from a noemally sterile
sate,

2.2. Description of the Hoopital, The study has been carried
out in the = Asistenclal Universitario de Ledn”™
(CAULE), a facility with about 800 beds Jocated in the
province of Ledn in Northwest Spain. It serves an urban pop-
ulation of over 130,000 inhabitants and the total population
of the metropoditan area has been estimated at aver 490,000,

2.3 Clinical Cases. In total, there were 17 clinical cases of
listersosls at the CAULE from 2006 to 2014, These cases
occurred in one premature pewborn and 11 male and five
female patients, aged from 31 to 89 years. In total, 11 L
momecylogencs isolates were recovered from blood cultures,
and six were recovered from cerebrospinal fluid (CSF), In
some patients L. isolates were recovered from
both blood cultures and CSF (1 = 2) or from peritoneal fluid
(PE. 1t = 1) or synovial joing flaid (JF; i = 1) (Table 1).

2.4. Isolution and Confirmation of L. monocytogenes. Clinical
Esolates of L. momecytogenes were streaked onto two selective

chromogenic agar plates: ALOA (Agar Listeria Ottaviani &
Agosti) medium (CHEMUNEX, Beuz Cedex, France) and
RAPID L. mono agar (Blo-Rad Laboratories, Inc., Hercules,
Ca, US). The bacteria were subjected to Gram staining and
catalase and Christie Atkins Munch-Petersen (CAMP) tests.
The collection strain S awrews CECT 828 was used in the
CAMP test, as recommended, 1o enhance L. monocytogenes
haemolysis.

Each of the L. momocytogencs isolates was confirmed
bochemically (AP1 Coryne V.2.0; bioMérieus, Marcy I'Etodle,
France) and by real-time PCR methods for differentiating
between Listeria species | 36-39]. The L. fmmocua CECT910, L.
momecyfogenes TTALIS, and L. frmovii ATCCI9119 reference
stralns served as positive controls in the PCR assays.

25 L s Growth Curves. Growth curves were
determined by culture in brain heart infusion (BHI, Oxold,
Hamgpshire, UK), with the measurement of optical density at
600 nm in a Lambda 35 UV/VIS Spectrometer (PerkinElmer,
Massachusetts, USA) over a 24-hour period of incubation at
37°C, with shaking at 150 rpm.

26, Antimicrobial Susceptibility Testing. ‘The susceptibility
of 17 clinical L. monocytogenes isolates to 16 antimicrobial
agents was determined by E-tests on Mueller-Hinton agar

with 5% sheep’s blood, incubated under an
atmsosphere of ansbient air a1 35°C, with reading of the plates
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Taner k Clinical caves of invasive Listeria monocytogenes infections (s a Spanish bospatal over a nine-year study period, 2006-2004,

Sample Sex Age  Date Source Clinical diagnosis Antsbiotic treatment Province  PRGE pulsotype  MISTST
Genetic lincages 1 and 111
1 M 60 Jun. 06 Cs¥ Ampicillin Ledn H 1
§ M a“ Oct. 09 CSF Meningoencephalitis Ampicillin/gentamicin Leon D 1
9' F 68 Oct. 09 Bood culture/CSF Meningoencephalatis/sepsis Ampicillin/gentamicin/vancomycin Ledn D 1
0 M NB Oao® Blood culture Sepais Ampicillin/gentamicin Zamora D '
7 M 76 Feb, 09 Rlood culture/JF Arthrtis/bacteracmia Ampicillinigentamicin Lodon G 2
6 M LX) fan. 09 Blood calture Bacteracmia Ampicillin/gentamicin Ledn E 3
1 M 50 Feb. 10 Blood cultare Sepsis Ampicillin/gentamicin Asturias A 3
15 M 82 Jul 13 CSF Meningoencephalitis Ampicillin/gentamicin Ledn L 4
13 F 89 Feb 12 Blood culture Sepais Ampicillin/gentamicin Ledn B &7
4 F 3 Apr. 07 Blood culture Fover in prognant woman Amoxicillin davulanate Leon F 389
Genetic lincage 11

5 M 50 Dec, 08 OF Meningoencephalitis Ampicillin/gentamicin Ledn K 9
2 M 84 Sep. 06 Blood culture/PF Permonita/sepsis Ampicillin/vancomycin Ledn 1 16
3 M 10 Feb. 07 CS¥ Meningoencephalitis Ampicillin/gentamicin Ledn 1 i
[ M 65 Ape. 10 Blood culture Sepsis Amgicillin/gentamicin Ledn I 16
" F &2 Jun. 12 Blood cultare Sepais Ampicllin/gentamicin Ledn C »
16 M 59 Feb. 4 CS¥ Meningoencephalitis Ampicillin/gentamicin Ledn M 7
17 F 63 Feb. 14 Blood culture/CSF Meningoencephalitis/sepsis Ampicillin/gentamicin Ledn N s
* Foetal death. Full recovery of the mather; ' Deceased.

[rUORELINU] Ty PO



after 20-24 h. Susceptibility to antibsotics was interpreted
applying the recommendations of the EUCAST for the
antimicrobial susceptibility of L. monocytogenes [40). The
following antsblotics were tested: benxylpenicillin, ampicillin,
imipenem, meropenem, erythromycin, clindamycin, gen-
tamicin, vancomycin, daptonsycin, linezolidd, ciproflaxacin,
moxifloxacin, tetracycline, tigecycline, rifampin, and cotrl-
moxazole.

2.7 Iavasion Assays. We assessed the invasiveness of 17 clini-
cal L. momocytogenes isolates in an epithelial Hela cell culture
assay, a8 previoasly described [41]. A well characterised clin-
ical L. momocyfogenes serovar 4b strain (P14) and its isogenic
PprfA gene deletion mutant (AprfA) were included in the
assay & controds. Hela ATCC CCL-2 cells were maintained
at 37°C, under an stmosphere containing 3% CO,. The
invasiveness of each L. momacyfogencs isolate was analysed
in quadruplicate (2 independent invasion assays, with cach
isolate analysed in duplicate in cach assay). Between passages
1 and W, cel lines were maintained in Eagles minkmum
essential mediam (MEM; Gibco, San Diego, United States)
supplemented with 2mM L-ghutamine, 10% foctal bovine
serum, and 1% nonessential amino acids. Bacteria were
resuspended in plain Eagle'’s minimum essential medium and
used to infect Hela cells at a mudtiplicity of infection (MO§)
of 20: 1, with the exception of the Aprf A mutant strain of L.
manocytogenes, for which we used a MOI of 200: 1,

28. Molecudar Epidemiclogical Amalysis. L. momocytogencs
serogroups were defined according to a multiplex PCR
targeting the specific target genes mo0737, Imol118, ORF2519,
ORF2110, and Listeria spp.-specific prs by Doumith
ot al. [42] and amended by Leclercg et al. [43] for PCR
IVbVL L clinical bsolates were gemomically
characterised by pulsed- field gel dlectrophoresis (PFGE) with
the restriction enxymes Apal and Ascl, according to the stan-
dardised international protocol of PulseNet [44]. We anal-
ysed PEGE profiles with Blonumerics v.6.6 software ( Applied
Maths NV, Sint-Martens-Latem, Belgium), to describe the
genetic relationships between isolates. Dend were
constructed with the Dice similarity cocfficient and the
unwelghted pair groap mathematical average (UPGMA)
clustering algorithm. Tolerance and optimisation values were
set to 1.5%, in accordance with the recommendations of Mar-
tin ot al, [45). Semgson’s index of diversity, which measures
the probability of two unrelated strains sampled from the
test population being placed in different typing groups [46),
was calculated to compare the discriminative power of PFGE,
via a website comparing partitions [47]. Fingerprints were
Interpreted according to the recommendations for foodborne
pathogens [48]. Multilocus sequence typing (MLST) was
performed as described by Ragon et al [17]. Allce types
were assigned for seven housckeeping loci, abeZ (ABC trany-
porter), bglA (beta glucoskdase), aat (catalase), dapE (suc-
cinyl diaminopimelate desuccinylase), dat (D-amino acid
aminotransferase), & (L-lactate dehydrogenase), and kA
(histidine Kimasc), and the resulting sequence types (STs)
were determined and with the Institute Pasteur
Listeria momocytogencs MLST database [49]. Sequence types
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(STs) were defined as a unique combination of MLST allcle
designations used in the MLST scheme, and clonal complexes
(CC) were defined as groups of STs differing by only one
housekeeping gene from other members of the group [I17].
An allelic profile-based comparison, based on the use of
a minkmam spanning tree (MST) and the Pasteur Insti-
tute online tool, was performed to define the relationships

between strains at the microevolutionary level

2.9. Statistionl Anadysis. Statistical two-way analysis of vari-
ance (ANOVA) was used to evaluate differences in invasive
capacity between lsolates, based on the 95% coafidence
interval and Boaferroni multiple comparison tests to assess
the differences in greater depth (GraphPad Prism v5.0). The
threshold # value for this test was set at 0.05,

3. Results

3L Patient Outcomes. The outcome was favourable after
antibhiotic treatment in 15 of the 17 patients. Progresséon was
observed in case 4, a pregnant woman whose foetus died asa
result of the infection., Patient 9 died afier antibiotic treatment
failure. Further information is provided in Table 1.

32 L nes Bsolation, Confirmation, and Growth
Curves. All 17 clinical isolates were confirmed to be L. momo-
cytogerses by phenotypic and genetic methods. S-haemalytic
and lecithinase activities, at 24, 48, and 72 hours, were similar
in all the clinical isolates. As expected, these activities were
stronger in L. tvamovtl ATCCI9119, and L. inmocwa CECTI0
displayed no activity. The isolates recovered from clinical
cases 6 and 7 had specific growth patterns (GPs), reaching
the exponential growth phase later than the other isolites
(exponential growth phase from 5 10 12 hours and from 13
to 23 hours of incubation, resp.). The exponential phase in
the other L. momecyfogenes isolates began after about three
hoars and continued until about 65 hours of incubation.
Representative growth curves for the isolates are shown in

Figure 1.

33 Antimicrobial Susceptibiliry Testing The amtimicrobial

ity data for the 17 isolates tested are presented in
Table 2 In the E-test method, all our isolates were found to
be susceptible to benzylpenicilling, ampicillin, erythromycin,
and cotrimoxazole. In 10 isolates, the MIC of meropenem
was 038 to 0.75mg/l. These isolates may be considered
resistant, according to the strict criterion of the EUCAST
susceptibility breakpoint. No susceptibility breakpoints have
been ientified for the other 11 antibiotics by EUCAST, and
the MICs of these antibbotics ranged between 0125 and

Amg/L

34, Imvasion Assays. All clinical isolates of L, monocytogenes
were tested in invasion assays with Hela epithelial cells. The
actual mean MOI used for cell infection with the clinical
ssolates was 171 (standard error; 0.83), The recovery rates
for clinical Isolates ranged from 0.09% to 726% (median:
1,62, standard error: 0.46). As expected. the recavery rate for
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Tancs 2 Antinicrobial wuscepeibility of 17 L momocytopenss isolates in the E-1et

MIC (mg/L)

Antibiotic Range 20 o Susceptibility beeakpesnt (eng/1)' % suscepeibility
Beneylpenicillim 0.064-1 0.25 075 < 100
Ampicillin 0.064-1 025 075 £4] 100
Imipenem 0125019 (LR L) oM - -
Meropenem 0.19-075 0.8 038 2025 S8
Erytheomycin 0.125-038 0.25 038 si 100
Clindasycin 0.25-% 2 ‘4 - -
Gentamicin 0.094-1 0.2 0s - -
Vancomycin 0.75-15 L5 15 - -
Dageonmycin 0.75-15 1 15 - -
Lineaolsd k2 2 2 - -
Ciprofloxacia 05-2 | 15 - -
Monifloxacin .05 03 0s - -
Tetracychine 0.0%4-1.5 1 15 - -
Tigecycline 0093-15 0.125 025 - -
Refampin 0.023-009 0.094 0125 - -
Cotrimoxazole 0.008-0.02% 002 Q.09 <0.06 100

* Accveding so FUCAST antnicrobial wenceptitalry Breakpoiats for L e riogencs.

ul“‘i

G

Cell parnber (Lig,e ODEON)

o s 10 11 » p)
Time (houn)

Ficuue §: Growth patierss of 17 clinical solstes of Listeria mone-
cylegenes casing invaive infections at the “Complejo Asisencial
Unéversitario de Lodn™ from 2006 10 2014, Two of the isolates had
gromth patterns dislerent from that of all the other isolates: isolate 6
{GP2) and isolate 7 (GP), respectively,

the noninvasive AprfA mutant strain was very bow (0LI3%,
standard erroe: 0.04), Invasivencss was between 0.04 and 3.1
times higher than that of the L. monocytogencs serovar 4b
clinical control strain (PI4) (Figure 2), The isolates clustered
into two significantly different groups: those with a high
invasion rate similar to that of the wikd-type strain P14 (3,36 +
0.74) (isolates from clinical cases 1, 8, 9, 12, 14, and 15) and
Isalates with a low Invaston rate, similar to that of the ksotypic
Aprf A strain (0.54 £ 0.12) (isolates from clinkcal cases 2, 3, 4,
5,6,7.10, 11,13, 16, and 17 (Figure 2)).
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Fravas L Invasion awayy for the 17 clinical isolates of Lidterss
monocyfopenes in Hela epithelial cells. The mean mamber of
imternalined bactoria as 3 percentage of the initial inoculum
shown oo the y-axis. The error bars show the standard error of
two independent experiments, each performed in duplicate. The
wild-type L momocytogencs 114 and noninvasive L. momocytopenes
AprfA stratns were incloded, 10 aness the reproducibility of the
experiments.

3.5 Molecular Analysts. Genetic characteri-
sation by PFGE with the restriction enzyme Apvl revealed 13
different pulsotypes, and characterisation with Ascl discrim-
inated between 14 (Simpson’s index of diversity
values of 0.949 and 0971, resp.). Fingerprinting revealed
the presence of 8-20 DNA fragments between about 40
and 560kb in size. PFGE analyses combining the results




Frover X Genets relationships betweoen 17 clinical nolates of Liveris
clectropharess profiles obained with the rostriction enzymes Apul and Axcl, The

makrix, using the wweighted paie group
Clustors are arbitranily designated A 1o C. Scale bar indscates similarity values.

obtained with both restriction enxymes identified 14 unique
palsotypes, resulting in a Simpson's index of diversity of
0971 The clinical isolates displayed 55% similarity and
formed three clusters, arbitrarily designated A to C. Cluster
A contained six isolates recovered from 2006 to 2004 (58%
similarity). Cluster B contained eight isolates recovered
from 2006 to 2013 (66% similarity). Cluster C consisted of
three isolates (63% similarity) collected from 2000 to 2042,
Interestingly, the kolates from clinical cases &, 9, and 10 on
one hand and those from cases 2 and 3 o the other hand
had indistinguishable pulsotypes (pulsotypes D and 1, resp.).
The genctic between L. momecytogenes isolates,
based on the combined PFGE- genetic profiles obtained with
the restriction enzymes Apul and Ascl, are shown in Figure 3.

MLST analysis of 17 L. momocyfogemes isolates from
clinical cases of listeriosis identified 11 STs (Simpson's index
of diversity: 0,926). The oldest and globally most prevalent
epidemic clones (STY, ST2, ST3, ST4, ST7, STS, and STY) were
represented among the ST of the clinical cases observed in
the Spanish regions of Ledn, Asturias, and Zamora in 2006~
2014 (Table I; Figures 4(a) and 4(b)). Ten isolates (58.5%)
were assigned to genetic lneage L or L Four of these isolates
were ST isolates (3 with PFGE profile D and | with PFGE pro-
file H) recovered from human patients from the neighbouring
provinces of Ledn and Zamora during 2006 and 2009, ST3
tsolates were obtained from two patients from the provinces
of Ledm and Asturias in 2009 and 2010, respectively. These
cases were not redased and the isolates concerned had different
PGFE profiles (A and E). Furthermore, ST2, ST4, STS7, and
ST389 were sporadically observed, in one isolate cach. The
L. momocyfogenes isolates from genetic lineages 1L (n = 7;
41.2%) were mote evenly distributed in the MST. The most
common allelic profile was ST16 (r = 3; 176%). ST7. STR. ST9,
and ST399 were observed sporadically. in one isolate each
(Table 1).
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method with arithmetic mean (UPGMA). Tolerance and optimisation values weore set to L5%

4. Discussion

Most of the reported cases of listeriosis occur in high-
income countries, this infection belng largely underreported
in developing countries. Hospitalisation records show liste-
riosis 10 be the third most costly zoonotic disease in the
US [34, 50), Patients often suffer from comorbid discases
and are kmma and kopg-term antiblotic
treatment with ampicillin, amaxicillin, and gentamicin may
be required. Some L maonocytogenes strains can survive
treatment with cephalosporin o erythromycin [51], Live-
stock and processed foods seem 10 serve as a source of
antiblotic resistance. Some authors have reported increases
in the frequency of multidrug-resistant strains (e.g., resistant
w0 amoxicillin-<lavulanate and chlaramphenicol) (25, 52].
No resistance 1o bearvipenicillia, ampiillin, erythromycin,
or cotrimaxazole was found in our lsolates. Remarkably, 10
isolates were classified as resistant 1o meropenem according
%0 the EUCAST beeakpoint for this antibiotic, potentially
discouraging its use 10 treat meningitis. All patients were
treated with betalactams (ampicillin or amoxicillin), mostly
in combination with n. Treatment outcome was
favourable in 15 patients (88.2%). Mortality is known 10 be
high In patients with invasive listertosis, severe underlying
diseases, meningoencephalitis, and nadequate antimicrobial
treatment. The early administration of antibiotics, such as
ampicillin or cotrimoxazole, which have rapid bactericidal
activity against the pathogen, is essential for cure.

The 17 L. momoxcytogenes clinical lsolates Encluded in
this study had bes consistent with full
virubence: - mediated by the product of the
listeriolysin gene (Aly) and Jecithinase activity due to the
presence of phospholipases (picA and picB), Some differences
in growth patterns and invasiveness were observed. Growth
pattern (GP) 1 was observed in all but two of the L. momo-
cytogenes isolates (87.5% of all isolates). The L. momocytopenes
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Lineage 1 3nd 11

$T3
{Tedn 2009; Asturias 2000
PRGE proSile A snd 1)

Sporadic human Ssteriosts 201 3

STl ==
{[cha 2006, PFGE grofile M,
Ledn and Zamora 2009,
Mentical PIGE peofile D 9 3 cases)

Sporadic humaa b i 2012, 2013 and 2014

Listerionn oubeeak 2012 -2004

(a)
foet e 200n,

<ua-mznczp.{ko

PFGE poofile 1 in 2 casex:
Leda 2040, PEGE prodde 1)

2014)
Sporadic husan cases 20132084

(b)

Froums 4: Multilocss sequence typing of 17 Listeria monocytopenes isolates from sporadic cases of human Baterionks in Spain during the 2006
2004 period. The soguence types were clustered accoeding 1o the sequence of the alvr homekeeping gone, using a misimum spasning tree
(MST) 100! available from the Pasteur Institute MLST database (higp/ fwwre panteur fr/recherches/ genopole/ PFa/mlw/). The STy from genetic
lineages 1 and 111 (a) and genetic lineage 11 (b) found in this study are underined. Sporadic livterionts cases and outbeesks in Spain (2042~
2004) listed in the Pasteur bustitute MLST database aee shown kn boxes outhised with dotted lines. L. momacytogenes sample origins and PFGE

profides are included in each MST. The coloured 20nes surrounding groeps of STs indicate donsl compleses (CC) differing by anly one gene
feom other members of the group,
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isolates from cases 6 and 7 (STs 3 and 2) reached the exponen-
tial growth phase later than the other isolates (Figure 1), In
cell culture assays, invasiveness varied considerably between
dinical isolates, with recovery rates ranging from 0.09%
to 726% (mean L62%, standard error 0.46) (Figure 2). The
recovery rates for five clinical isolates were reported to
range from 4.3% to 30% in a previous stdy on Vero cells
[S3]. L. momocytogenes Isolates 9, 1, and 8 (all ST1) had the
highest levels of virulence in cell culture assays in vifro, as
shown by their invasiveness in Hela cells (invasiveness up
to three times that of the wild-type P14 strain), This finding
ummmomdmummmmnm
that lineage 1 (4b) strains seem to be more virulent and
better able to withstand the adverse conditions present in the
stomach of the bost [19], ANOVA revealed the existence of
two groups of isolates. Group | consisted of six clinical solates
(35.3%) and the wild-type PH strain, all with significant levels
of invasiveness, By contrast, group 11 contained 11 isolates
(64.7%) with nonsignificant bevels of invasiveness, stmilar to
that of the isogenic control strain AprfA.

In our study of invasive listeriosis cases, the percentage
of lincages 1 and 111 isolates of L. momecytogenes was similar
to that of lneage Il isolates (58.8% versus 41.2%, resp.). The
Isolates responsible for the death of a 68 year-old woman and
a foctus were 1o ST1 and ST389, respectively (lincage
UL, clinical cases 9 and 4). Overall, PFGE identified 14
genotypes and MLST identified 11 genotypes among the 17 L.,
manocytogenes clinical isolates, yiekding values of Simpson’s
Index of diversity of .971 and 0.926, respectively. This
Indicates a high level of genomic diversity among the clinical
isolates {(only 55% similarity on PFGE) despite their recovery
a1 the same hospital, consistent with the findings of previous
molecular epsdemiology studics.

An analysis of the genomic relationships between solates
unequivocally revealed the occurrence of one previously
unreported outbreak of listeriosis in humans, This outheeak
occurred in October 2009 and affected three patients living
in neighbouring towns (clinical cases 8, 9, and 10: pelsotype
D, ST1). Isolate 10 had a significamly lower invasion capacity
than isolates & and 9 (Figure 2), but this difference may
simply reflect the method used, with invasion capacity being
evaluated in vitro. L monocytogemes ST1 isolates from Spanish
patients are also present in the Pasteur Institate MLST
database (2012-2004; Figure 4(a)). Moroover, an cpidenio-
logical connection was identified between two isolases from
2006 and 2007, both of which belonged to ST16 and had
a PFGE profile L Data for L. monocylogenes STI6 and ST8
isolates from sporadic clinical cases of human listeriosis
are also avallable from the MLST database (Figure 4(b)).
Many peevious molecular epidemiology studies have detected
otherwise unreported outbreaks of listeriosis. In a recemt
Spanish study, a large proportion of the clinical isolates

had an',uhhblc pulinmm. wnmlng the possible
occurrence of listeriosis related to international

foodborne outbreaks. Most oflbnt isolates were assigned
to ECI (4bs CCY; 46.2%) and ECIT (1/2a; CCHE; 33.3%) [54).
Thus, molecular y studies of L.

can help to klentify and trace the sources of outhreaks that
would otherwise pass unnoticed.
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Interestingly, this is the second time that ST87 has
been linked to human discase (it was isolated in Ledn in
February 2002), Pérez-Trallero et al. [55] recently reported the
occurrence of two outbreaks affecting 15 people and caused by
STS7 strains in Guipazcoa (northern Spain) in 2013 and 2014,
Our stody demonstrates that STS7 was already circalating
in the Spanish clinical environment before the outbreak
in Northern Spain. It would be interesting 10 follow the
dissemination of this clane to assess its potential emergence.

In conchusion, this retrospective study focused on inva-
sive L. momocytogenes Infections in a Spanish bealthcare
Institution over a nine-year study period. Molecular epldemi.
ology studies clearly revealed the occurrence of a previously
unreported outbreak of listeriosis in Northwest Spain. Our
findings, along with thase of previous studies [54-57], indi-
cate that molecular epidembology stidies can help to identify
and trace the source of the outbreaks that might otherwise
pass unnoticed, Better centralised collection and subtyping of
clinical tsolates of L. momocytogenes would inmprove Msteriosis

monitoring, making it possible to trace the sowrces of Spanish
outhreaks and to prevent cross-border outbreaks.
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1. Introdection

odbcene pathegens (Congrplodecier 4pp., Exchericite ool 01 57.M7, Listerio monacytageney snd Selmeneils
“)nb.muunummmmmutwnmunhua-a
PP (5.5%), whereas Compylodacier spp. and £ ool 0157:H7 were not detected in any sample. The positive
wolates weve widely dustered: 14 and T afferere peburypes for [ monacyrogemes and Salmenviic spp. holates.

. N segquence types (ST) were detecied for L monacytopenes: ST2 (455, ST9 (155 bolates), STS
and STET (100, and STI08, STIT, STISS and STITE (53 The Sabmonefia spg. ssolates beloogad 10 seven sesovars:
meoophask serovar 41204 — (X 27.3%), Rasfiorm (2 18.2%), Anatam (2 18.2%), Ovantendong. Enteridin,
Newport and Typhimusrsem [ 1; 015 exch ) Actibsatic srustance among [, monocptagmes nolates weas higgh, espe-
clally for chadunmyoin and daptonmin [more thue 955 of the bolater ). Thewe ressdts indicate that food samples
enpocted by travelers i ther personad haggape muy harter the mont prevalient L monacyfopraes pesctypes and
Sobmanedls spp. serovan sesponulie for foodaorne outbress workhwide, (onsequently, isternational traved can
Py an nportang fole in the peesalence and disseminanion of sucoessial dones of foodbome pathogensc Damena,
and continwous moneoring of intermasonal movessenss & of Importance 1 Better undentand clonal evelution
and proevpence and divennization of wcorpdd Ineages.

© 2014 Ehevier BV, All nighty reserwed

Salety Authonty (EFSA) has estimated that over 320,000 human cases
are ropocted each year in the ELL though the real number i hikely t0

Foodborne diseases are a global public heaith theeat due to thedr high
prevalonce aad the asseciated costs of reatment: up to JO% of the pop-
ulation Hving i indestraized coustries seffer from foodboene disexses
overy yoar [Vidusamy of al. 2010), and the cost associaded B estimated
10 be 77,700 MS asnually i the USA { Schaa, 20823 The European Food
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be much dgher since mild infections are frequently reported [EFSA,
European Food Salety Authority and EXDC, Europesn Contre for Desedne
Prevention, Cootol, 2014). Among bacterniad foodbeene pathogens
Conpylobacter, Salmonella spp., verotoxin-prodeciag Excherichio coll
(VTEC) and Listeria menocytogenes are the most froquently reponiad in
the EU. with notification rates per 100,000 popelation of 21427,
9103, 567 and 164, respectively (EFSA, Faropean Food Safety Authority
and ECDC, European Contre for Disease Prevention, Control, 2014).

The potential source of foodbame pathogeni agents is widening, a8
peglocied routes of tranumission cxist (e cross-dorder poutes ), Micro-
bial threats are sent by post or carned in the baggage of travelens ariving
from countries cutside the EU i the fornm of personal consignments
contamng meat. milk or peodects thereol [Mangh and Cendreau,
2005, A a resul, marketing of snauthoniaed food wivich has not passed
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the approprate controls constitutes & seglecied route of foodborne
pathogen transmission. bn (his study, we have evaluated for the
first time the presence of the main bacterial foodborne pathogens (Le.
Compyledocier, Saimenella spp. E coli 0157 H7 and 1. monocytogenes |
in food confiscated from non-£U flight passengens from Aped 2012 to
June 2013 &t an intermational aport (Bilbes, Spain): the work was
done within the framework of the European research project PROMISE
(www prossine-netow ), This sformation can provide an overview on
the prevalience and the potential risk of foodboree pathogens i legally
imported food. Furthermore this study aims 1o analyze the routes of
pathogenic genotypes being disseminated vl sernational passenges
transpoct.

2. Material and methods

2.1, Food samples

Dering Apil 2012 to pane 2013, 200 food samplhes confiscated by the
border authorities at the Intermational Bilbao Airport, Spain [ www.
scropoertodebitvanet) from passesgen’ luggage arriving froes 22
noo-EU countries were tested. In togal, 122 meat samples of diverse
anienal origin (mainly desed or frozen raw meat samples inclading ante-
lope. beel, chicken, duck, guined pig, pork, redents, and turkey ), 75 dairy
products {74 cheeses and coe butter | and three eggs were incladed in
the confiscated material The samples were from five continests:
Afrca [Equatonial Cuinea (7) and Morocco (2] Central and South
America |[Argeatina (9), Bolivia (36). Brazil (13), Colombia (4).
Doménican Republic (6), Ecuador (20), Paraguay (6), Peru (29), Puerto
Rico (2], and Vencroela (2] Asia |People’s Kepublic of China (33
Negal (1), and Terkey (5)) Eastern Europe [Bosnia and Herzegoving
(3}, Ceorgha (4). Moldavia (10), Serbla (3). and Ulraine (3] Oceania-
Asnzralia (1), and cae sample from an waknown onigin (fight came
feom Parts, France).

2.2 Detection of the foodborne pathogenn

The detection of thermotolerant Camprylobocter spp., L monecytogres,
E colf 0157:H7, and Sefmonella spp. was performed accoeding to the
following international reference methods: 150 10272-1 (150, 2006),
IS0 112901 (150, 1996, 2004), IS0 16654 (150, 2001 ). and ISO 6579
(150, 2002). Further comfirmation of L. menccytegenes and Salmonefls
SPp. isolates was performnd by specific gRORY (Rodrigeez-Lazaro of ol
2003; Rodrigoez - Lizaro ot al, 2004; Rodetgues-Lazaro et al, 2005),

2.3 Antimicrodial suscepoiddity festing

Aatimicrobial suscoptxlity of the L menecytogenes and Solmonells
spp. tsolates was tested by the microddution method following the
recommendations of the National Comenittoe for Climical Laboratory
Standards. Breakpoints were adapted from the Clinkcal aad Ladorato-
ry Standards Institute (CLSS) and the Luropean Committee on
Antiesicrobial Sesceptibility Testing [EUCAST) guidelines. Astimi-
croblal sssceptibilities of L. menocytogrnes solases were tested with
10 antimaceobials: cpeoionacin, cindamycin, daplonmycin, pentansicin,
linezolid, pensiciiiin, rifamgicin, tetracycline, sulfamethoxarole/
trimethoprim, and vascomycin, Foe Selmanclia spp. olates, the aati-

theee of more antitsotics weee comiidered mudtiresistant,
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24, Sevveyping of bocteried bolates

Sedmonefio spp. serotyping was done following the White-
Kaafflmann-LeMinee  wheme  (Goimoat  and  Weill  2007),
L momocytegenes serogroups were defined using a mudtiplex PCR
targeting the specific taepet penes Imol737, Imol118. ORF2819,
ORF2110 and Listenia spp. speciic prs publahed by Dowsnch et al
(2004 and amended by Leclercg et ol (2011) for FCR VOV

2.5, Cenotyping of posioive tsolates

All isolates weee penomically characterined by pulsed-field gel elec-
trophoresss (PFCE) following the standardized protocols from PulseNes
[Geaves a0d Swaminathan, 2001 Ribot ef al. 2006). FFGE puattorms were
analyred with Biossmenics v.6.6 (Applied-Maths NV, Siot-Martens-
Latemn, Belgium) 1o describe penetic relationships among solates.
Dendograms were constructed wiing the Dice similarity coelficient
and the unweighted pair group mathematical average [UPCMA) chis-
tering algosithen with 155 in the tolerance and optimuzation values,
The Simpson’s index of diversity was calculated 10 assess the discrime
native power of MFGE by using the Companing Partitions wetrite hosted
at hexpe//darwin phyloviznet, CompanngPaminon, .

L monocytogenes solates were further characterised by multilocus
sequence typing (MLST) as previouly described ( Ragon et al, 2008 A
lelic profiles obeained by MLST wese assigned by companing the consen-
sus soquences with the information alrcady published in the Institute
Pasteur L monocytogenes MLST database (huzp:/ 'www pasteur i/
recherchegenopole PRR mist Lmonoditml accessed: 24.04.2014), To
define the relationships amoeg strains a the microevolationary leved,
an dichc profile-based comparicn Jpplying 4 miniswe spanaing
tree (MST) was performed applying the Institute Pastess onfee tool,
Olonad complenes (CC) were defined as groups of STs differing by only
one housckeeping gene from another member of the group (Ragon
et al, 2008), The adjusted Wallace coeficient for quantification of the
agreement between PFCE typing and MLST was calculated on the
Compuring Partitions webste,

3 Reselts
11, Presence of foodborne pathegens in the feitnd food semples

Twenty samples were posisive for L mosocytogenes [ 1008, 200200,
inchuding fSve from choese, thimeen from meat, and two from poslory
sumples. Beven samples were positive for Safmeneils spp., inchading
five cheese, Sour meat samples and two poultry stesples. Only one sam-
ple (2 cheese from Bolivia) was co-contaminated by both pathogens.
However, Camprdebacter spp. and £ coli 0157:HT were st detecied in
any sample. Eleven L menocytagenes isolates {55%) were related 1o ge-
netic meage | (FCR-sevogroup 4b, 4d, 4e; 128, 3b}, and nise to gevetic
lineage I (PCR-serogroup 1/2a, 3x 1/2¢, ). Salmonedle spp, isolates
belonged to seven sevovars: monophasic serovar 4 12:d:— (27.3%),
Raaform (18.2%), Asatum {18.2%), Oranienburg, Enferitidis, Newport
and Typhimurium (205 each).

32 Antivicrobeel sseceptibaicy

All L ssonocytogenes isolates showed anteicrobial resistance to a
leant one antibictic and were assgned 1o four R (Table 1): a8 iolates
were resistant to cindamyon, 19 to daptomrycin (95%), two to tetracy-
cline (10%) and one 20 cprofloucin (53), Three RS were detected for
the 11 Salmonalio spp. solates (Table 1): 3 solates were resistant 10
ciprofloxacin (27.3%), and 1 nolage to aztreomam, nalidiode aced and
colisnin (21X exch).
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the lincages was detectod. Most of the isolates obtained in food samples
from the same passenger exhibited the same or closely related geno-
types. with the exception of isolates from the passenger 2, which
befoaged 10 kneages L 10 and [ and clustered in different groups. We
did not find cear relationships among the genotype and the country
of crigin or the sample type, lnterestingly, aBl theee isolates from China
befonged to hneage (1 and dustered in the same group (Fig 1)

A Serther characterization by MLSY revealed nine sequence types
(ST), resulting i a SID of 035 (O 955 0.75-098). Eleven
L menocytogenes isolates (35%) were assigned to genetic lincages | aad
L. The majority comresponded 1o L mosogytogenes ST2 (a = §; 40%)
overrepresented among cheese and meat solates from South America
(Acpentina, Ecuador, Peru), Coorpia and Ukraine, Tweo L, monsyfogenss
solated from confiscated Veneruelan and Colomblan meat samples
were confiemod an STEY, Generally, the L mosocysopeies gosetic Ineages
I isolases (m = 9 45%) were moee distribused in the
MST. The most common allelic profiles were STX and ST9 (a = 5; 25%)
thereod were theee L mosocytogenes isolated from Chisese meat sam-
phes. L mosocytogenes penetic ineage I isolates were present in meat
ated cheese samgles imported by travelerns from four continents |South
America [STY, STI5S and STI78). Asia (STS and $T9), Africa (ST195)
and Ewrope (ST37)] (Fig. 2).

Cenomec characterizacion of Safmonell spp. solates by Xbat-PFCE
provided 2 fingerpeint patsern consisting on 11-16 DNA fragments of
1241150 ibp, approxcimately, Overall, 7 pulsotypes were detected
resulting in a SO of 0.909 (1 955, 0.522-059%), The genotypes showed
67X similarity. bolates Belonging 10 the same serovar showed indis-
tirguishable Sngerprint patterns regardless of the geographical ortgin
of the passcrger of 1he sample type from which they were recovered
(Fg 3)

4. Discussion

The epportunity of freguent intermational travel across boeders in a
globalized world muy increase the potentiad spread of 20080tic agents
by passengers {Diaz, 2011). Nowadays, the affocedability of air travel
and mobslity of people has allowed that around 2 bilkon people travel

n

in commaprcial Bigghts every year ( Mangi and Gondoeau, 2005 ), (Degaly
trassported foods are sometimes also sold without the approprate
official food controls, and a3 2 result they can constitete a neglected
reote of transmission of foodboene pathogens. Boeder controds (ag
airpocts, barder checkpoints, eic.) &t as “gates™ into the EU and these
controls seom 1o be seflective barriees at peeventing impoet of food,

1n this stady we have evakuated, for the Sest tame, the geesence of
hacterial foodbame pathogens in food confiscated from luggage of
noe-EU flights passengers (froem 22 different countries) at the Interma-
tonal Bilbao airport {Bilbao, Spain). A moderately high pescentage of
samples was positive for L menocytogenes and Salwmonells spp. (10X
and 55% respectively). However, Campylobacter and E ool 0157:H7
were not detected in sy sample. According 1o the EFSA report on trends
and sources of 2000064 in 2012, the L menecytagenes peevalence was
very low at the retai level. with the highest rates in KTE fishery and
meat prodects (055 and 0AX) (EFSA, European Food Safiety Authority
and ECDC, Eropean Centre for Disease Prevention, Controd, 2014). In-
terestingly, the L mosocytogenes prevalence among confiscated food
samples was higher: 6.5%, 12.9% and 9.5% in cheese, meat and poultry
products, respectively, The presence of L manacytogenes genetk lincage
1and Il ameong food strales has beon discussed. Several stodies have re-
ported that hacage i solates are frequently solated from food and
food-related environments, although other studies have detected a
higher proportion of hneage | tsolates (Orsi et 2, 2011). In the current
study similar percentages of L ssomocytogenes lineages 1 and I isolates
[55% and 45%) were detected (Table 1),

When compuriog L. monocyfopeses ST solsted from confiscated food
hased on the cosntry of Origin 10 the MLST database of Institute Passeuwr,
it was noted that the majonty of STs were molated during the ot
decades of the previous century. Haxse et ak (2014) compared 4 lege
L. monocytogenes wrain set By MLST typing and vaderlined the wide
disanibtion of certain STs and clonad complenes (CC) through dfferent
decades and ongim whikh disppeared and re-omerped agan.

nzwwmdmwwmmmuummam.w;m
e sbe Bowkerpung PrTw UG & TanaTREN e e (VST ) tood svalabide Soon e Ivmrate Panteur MLST datay 1
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L monocyrogenes ST2, followed by STE7, szable genotypes over-time,
were the most prevalent ST molated from confiscated South American,
Ukraine and Georgian food samples. Besides, ST2 was most often desect-
o n confiscated cheese samples, More pecently. Chenal-Francisque et al.
(2011 described the workhwide distrdution of muor L mosocytopeses
clones and also detected 2 high peevalence of the same STs among
their food iolases frems Central and South Amenca. According to the
MLST database of Institute Passeur an outhreak caused by STS7 was reg-
istered during 2013 and 2014 i Spain. Wang of A (2012) reported that
ST9 and STS were most prevalent among Chinese L monocytopones so-
Lates. This is m agreement with the most prevalent L monacytogenes ST
isolated from confiscased Chinese meat samples in the current study,
Sedrching for L mosocytogenes solates from China an the Institute
Pasteur databuse, only one L monecytogenes STS, solated in 2013 from
Chinese meat, could be detected, Two human cases caused by STR
occurred in Spaia in 2013/2014. For L menocytogenes ST308 (genetic
lineage 11 STI7, ST154, ST199 and STI78 (gometic hincage 1), each bolat-
©d once in meat samples from Nepal, Ukraine, Beazd, Morecco and
Columbia, no matching actual STs were available af the MILST database
for ferther comparmon. The workdwide and FU-wide most frequently
Isolated Salmonella serovars In human cases are S Easeritidis and
S Typhamerium (EFSA. Eurcpean food Safety Authority and ECDXC,

Centre for Disease Prevention, Control, 2014; Hendriksen
ot al, 2011 Hugas and Seloeil 2014). Reported heman case numbers
of S Enteritid have decreased, but monophasic 5, Typhimersem 14]5]
A2k~ ae steadily increasing (7.2%) and were related 10 recost
foodboene outbreaks (EFSA, Evropean Food Safety Authoeity snd ECDC,
European Centre for Disease Prevention, Control 2004; Cossmer et al,
2012; Mody et al, 2014; Threllll et al, 2014). This trend was abo
observable in thes study, a5 the highest percentage of Salmonello serovars
was assigned to monophask S Typhimeriom 1AJS] 020~ (27.3%),
originating froes Bolivian and Perovian food samples, lollowed by
S Rauform and 5. Asatum (each 18.2%). Salmonelo serovars clustered
in separate PRCE profiles and were indatisgunhable withis the group
(Fg. 3). This Is in with previous findags showing that
S Yyphimurium 1,4]5) 125 — is highly clonal (Huchn et al, J00%), bater-
eszingly, the three solates were reshzant o and one of
them also to nalidoos acid. Huehn et al (2009 reported that all 56 tessed
S Typhismarsum 1415128 ~ isclates were Rdly suscepobie 10 17 ans-
microblal ageats. Our results demonstrate that the sevovar can acquire
restvunce determsinants, Emergence of multidrug eesistant clonal line-
ages of Seimenella spp. Is 2 public health concern as they are solated
with increaning Srequency, Jod now they seern o be prevalent i several
countries workdwide (Abd-Elghany et al, 2004; Mourdo et o, 2014). In
this stuly, none of the Salmenelilo tsolates recovered were multinesistant.
Indeed, 63.6% of all isolates were fully sssceptible 1o 2l 29 antimicrobeals

tested. This finding segpests that, at the moment, the multiresistant
Bocages are mot widely distritated.

Ba conclusion, tha study reveals the presence of foodborne patho-
gens (10% for L monocytegenes and 5.5 for Solmonetia spp. ) in food
confiscated from non-EL) flights passengers, The solates obtained
were genetically divesse aad displayed antiblotk resistance (in some
case multidrag resnzance), lnternational travel may play a major role
in the peevalence and dissemination of sucoessful clones of pathogenic
bacteris and continuous monitoring of clones involved i sich imerna-
thonal movements is of major importance 1o better understand cloaal
evolution and the emergence and dissemination of successful lincages.
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Molecular Investigation of Tularemia
Outbreaks, Spain, 1997-2008

Jaime Ariza-Miguel, Anders Johansson, Maria Isabel Fernandez-Natal, Carmen Martinez-Nistal,
Antonio Ordufia, Elias F. Rodriguez-Ferri, Marta Hernandez, and David Rodriguez-Lazaro

Tularemia outbreaks ocounmed in northwestem Spain in
1997-1998 and 2007-2008 and affected >1,000 persons.
We assessed isolates invoived in these outbreaks by using
pulsed-field gel electrophoresis with 2 restriction enzymes
and multiiocus variable number tandem repeat analysis of 16
genomic loci of Francisely lufarensis, the cause of this ds-
ease. Isolates were divided into 3 pulsotypes by pulsed-Seid
ol slactrophoresis and 8 aliehic profies by mulilocus van-
able number tandem repeat analysis. Isolates cbtained from
the second tularemia outbreak had the same genclypes as
Isolates obtained from the first outbreak. Both cutbreaks were
caused by genotypes of genetc subciade B BrFTNF002-00,
which & widely distributed in countnes in cantral and westem
Eurcpe. Thus, reemergence of hilaemia in Spain was not
caused by the reintroduction of exotic strains, but peobably
by persistence of local reservoirs of nfection.

larcmia is a zoonosis caused by the gram-sogative
bacterium Framcisella tdarensis, F. telarensiv 5 a
highly contagiows facultative intraccllular pathogen and
has infectious doses as low as 10-50 bacterias it s trans-
mitted by hakation, direct contact with mfected animals,
or ingestion of comtaminated water of food. The number
of species susceptible 10 infection by this agent is higher
than for any other known zoonotic pathogen (7). Because
of 1ts potential 10 cause adverse public bealth effects and
mass casualtics by bioterrorist attack, the pathogen &s 1 of
6 agents lasted as a Teer | agent by the US Department of
Health and Human Services (2).
Author afiatons Instituto Teonologoo Agrano de Castila y Ledn
Valladosd, Spain (J Arzadbguel, M. Hesndndez. D. Rodriguez-
Lazaro). Umed University Umed. Sweden (A Joh )
Complejo Asistencial Universitano de Ledn Ledn, Span (M1
Ferndndez-Natal), Laberationo Regonal de Sandad Animal Lode
Valiadobd (C. Martinez-Nstal ). Universiiod de Vislladohd, Valiadohd
(A Ordufa). Universidad de Ledn, Ledn (EF. Rodriguez-Fem)
and Universidad de Burgos, Burgos, Span (D Rodriguez-Lazarc)

DOL hitp i ok org/10 3201/0kd2005. 130054

F. tularensis includes 4 subspecies (F. mlarensis sub-
sp. tlarensiy, F, tularensis subsp. holarctica, F, telavensis
subsp. movicide, and F. tularensis subsp, moediasiarica),
which show marked differences in many epidemiologic
features, including geographic dsstribution, virudence, and
genetic diversity (5). F. tularenyis subsp, audaremidy (Jel-
lison type A) and F. milarensis subsp. holarctiva (el
lison type B) are major clinical pathogens, F. mlarensis
subsp. mvlarensis is the most virukat subspecics and can
cause life-threatening disease; s distnbution seems to be
restricted to North America, although a single report in-
dicated its presence in Europe (§-7). F. tularensis subsp.
holarctica causes a less severe disease, and althoagh wide-
spread throughowt the Northern Hemisphere, it has restrt-
od genctic diversity, whach suggests recent emergence and
successful geographic spread (5,7-9).

Tularemia was first reported in Spain in 1997, when
it caused one of the fargest outbreaks in humans ever de-
scribed (/7). Overall, 559 cases were confirmed during
June 1997-Apail 1998 in 10 provieces. The outhreak was
associated with bunting and handling of hares (Lepws cu-
ropaens) in northwestern Spain. The most common clim-
<al form was uiceroglandular tularemia (55.4%); glandu-
lar (15.3%) and typhoid forms (6.6%) of the discase also
occurred frequently. A second major human outbreak in
humans, which affected 507 persons, occurred in the same
arca in 2007 and 2008, but in a differemt epidemiologic
contexat. 1ts timing comncided with a population peak of the
common vole (Mirorus arvalis), and the most frequent
clinical forms of the discase were typhoidal and paewmon-
1c (65% of the cases), which is consistent with infection
being acquered through inhalation of F. tularensis (11-13).
Sporadic tlaremia cases and small outbreaks were repon-
of during 2000-2006 in the mberval between the 2 mapor
outbreaks in northwestern Spain (13, 74).

We report comparative genetic analyses of F. rularen-
sis cultured from humans and animals daring the 2 main
tularemia outhreaks (19971998 and 2007-2008). We also
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studied F. ndarensty isolates circulating in Spain during
outbreaks with different epidemiclogic patterns and inves-
tigated whether roemergence of the pathogen after 10 years
of no epidemiologic activity was cassed by introduction of
exotic strains or by ¢stablishment of the pathogen in local
reservoirs of infection.

Methods

F. tularensis Isolates, Culture Conditions,
and Blochemical Characterization

We studied 109 F. mlarensis tsolates: 37 animal and
buman F. tularersiy subsp. holarctica isolates from the first
outbreak in porthwestern Spain (1997-1998); 61 animal
and haman isolates from the second mlaremia epidemic in
the same arca (2007-2008); 10 10 solates obtaned 1n the
Czech Republic; and reference strain F. nvlarensis subsp.
tularensis Schu (CAPM $600). Source of isolates, sub-
species, host, geographic origin, and year of solation are
shown in the online Technical Appendix (wwwnc.ode.gov/
ElDVanicle2005/13-0654-Techapp1 .xlsx),

All solates were grown on modified Thayer-Martin
agar plates containing 36 g/l GC agar base, 10 g/L solu-
ble hemoglobin powder, and 2 vials/L, Vitox supplement
(Onoid, Basingstoke, UK) at 37°C for 2-3 days in acrobic
conditions. Biochemacal charactenization included tests for
oxidase and catalase activitics. ghocose and glycerol fer-
mentation, and urea hydrolysis.

Genetic Characterization

Species and subspecies were identified by real-time and
conventional PCRs specific for the fopd gene and the re-
won of difference 1 (RD1) as described (/5.716). RD23 was
analyzed by PCR for identification of a genetic groap of
msolates that had been found on the 1berian Peninsala (/7).

Pulsed-field gel clectrophoresis (PFGE) and multilo-
cus variable number tandem repeat analysis (MLVA) were
wsed to classify isolates mio genetic subpopalations, The
PEGE protocol described (/5), which used restriction en-
rymes Xhol and BamHI, was optimized 10 provide majoe
mmprovements in quality of fingerprint patierns.

Bacterial cells were suspended in SE buffer (25
mmol/L. EDTA, 75 mmol/L NaCl, pH 7.5) 10 an ahsor-
bance of 0.5-0.6 at 600 nm. Cells were lysed in agarose
plugs and plugs were washed S times with Tris-EDTA baf-
fer (10 mmol/L Tris-HCL | mmol/L. EDTA, pH 8.0) for
30 min at 50°C. DNA m the plugs was digesied with 40
U of Xhol (New England Biolahs, Ipswich, MA, USA) or
40 U of BamHI (New England Beolabs), for 16 and 3 h,
respectively, st 37°C following the manufacturer’s proto-
col. DNA fragment sizes were determined by clectropho-
resis and by comparing bands with a Lambda Ladder PFG
Marker (New England Biolabs).

Tularemia Outbreaks. Span, 1997-2008

MLVA was performed as descnbed for 16 vanable
number tandem repeat loci (5). To ensure analysis of iden-
tical genetic matersal by PFGE and MLVA, we used DNA
from the same culture for both methods. MLVA markers
were amplificd by using PCR, and sizes of amplification
products were determined by clectrophosesss on 3.5%
high-resobution agarose MS-8 gels (Conda Pronadisa, Ma-
drid, Spain), except for Fi-M3, Fi-M21, Fi-M22, and Fi-

24 MLVA markers, for which the sizes were determined
by using capillary electrophoresis. At least 2 alleles were
sequenced for each MLVA marker to confirm that size dif-
ferences observed resulied from the expected variations in
numbers of tandem repeats. Forward and reverse sequences
were aligned by using MEGA v.4 software (/9), and con-
sensus sequences were used to predict the sumber of tan-
dom repeats in cach allele.

Data Analyses

The Simpson index of diversity, wiich measures the
probability that 2 unrclated strains from the test popala-
tion will be classified imo different typing groups (20), was
caleulated to compare the discrminative power of PFGE
typing with that of MLVA for assessing genctic diversity
among isolates, The adjusted Wallace cocflicient for quan-
tification of agreement betwoen PFGE typing and MLVA
results was also cakulated. Both analyses were performed
by wsing Comparing Pastitions (2/).

PFGE patterns were analyzed by using Biomumer-
ics v.6.6 (Applicd-Maths NV, Siot-Marnens-Latem, Bel-
gium) to describe genetic relationships among isolates.
Dendrograms were constructed by using the Dice similar-
ity coefficient and the unweighted pair group mathemati-
cal average clustering algonithm. MLVA data, expressed
as allelic profiles for isolates, were analyzed by using
Biooumerics v.6,6. Minimum spanning trees were cals
culated with priority rules set at fisst link allelic profiles
and maximum numbers of singhe-locus variants and then
maximal pumbers of single<locus vaniants and double-
locws varsants, MLVA types were classified as members
of a clonal complex if they had the same allele atl5 of the
16 MLVA markers. A map of the distribution of isolates
showing the geographic origin and number of isolates per
provinee was geocrated by using Arcgis v.9.2 software
(ESRI, Redlands, CA, USA).

Results

Subspecies and Genetic Subclade of
F. tularensis isolates

All isolates were negative for oxidase activity, weakly
positive for catalase activity, and pasitive for acid peoduc-
tion from ghacose; noos of the solaes hydeolyzed urca.
Only the reference strain F. darensis subsp. fwlarensis
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Schu (CAPM 5600) produced acid from glycerol, Real.
time PCR specific for the fapA gene and size determination
at the RDI region showed that all isolates from Spain and
the Czech Republic were F. nularensis subsp. holarctica
(online Technical Appendix), All isolases from Spain in-
cluded in this study had the 1.59-kbp deletion at the RD23
Joci, which is characteristic of the F. nlarensis subsp. hol-
arcrica gesetic subclade B.BnFTNFO02-00 (also known
as the Iberian cloa or the central and western European
genetic group).

Characterization by PFGE

All 107 F. ndarensis subsp. holarctica isolates
showed the same fingerprint pattern by PFGE with the
restriction enzyme Xhol, irrespective of their geographic
origin, host, or date of solation (isolste TU4T was not
typeable by PFGE analysis). This pattern consisted of
=20 DNA fragments >70 kbp. The F. rularensis subsp.
twlarensis strain Schu (CAPM 5600) showed a different
banding pattern.

In contrust, PFGE with the restriction enzyme Bam]
discrimmated 5 genotypes among the . tularensis subsp.
holarctica wsolates. F. ndarensis subsp. mvlarensis strain
Schu (CAPM 3600) showed a highly uarelsted banding
patiern with maximal pairwise distasce to all other isolates.
The BamHI patterns consasted of 20-24 DNA fragments
with a size range of 20-245 kbp. All F. lavensis subsp.
halarctica genotypes were closely related (93.3% simi-
Lanity), and there were oaly [-band differences between
pulsotypes (Figure 1, Appendix, wwwne.cde.gov/EIDY
article/2005/13.0654-F | hitm),

Sixty-nine (63.9%) isolates from Spain clustered
into pulsotype A and 26 (24.1%) other isolates from
Spain clustered into pulsatype B. All isolates from the
Czech Republic, except for isolate CAPM 5538, had the
same fingerprint patteen, which was designated pulso-
type D (8.3%). Isolate CAPM $538 showed a pulsotype

that clustered with the 2 remaining isolates from Spain
(TUS and TU9) in pulsotype € (1.9%). One isolate from
Spain, TU4L, could not be genotyped by PFGE despite
several attempts (oaline Technical Appendix).

There were some discrepancics between our find-
ings and those reported for the 37 isolates in Spain from
1697 (18). Improvements in quality of fingerprint patterns
cnabled us to distinguish between isolates from Spain
and those from the Czoch Republic by using PFGE and
restnction enzyme BamH1. Furthermore, isolstes TU3,
TUI?, TU2L, and TU2S were uncquivocally assigned to
pulsotype B instead of pulsotype A. In instances of dis-
crepancy, analyses were repeated in triplicate with mew
cultures, and the findings reported were confirmed. Dis-
tribugion of the 107 F. anlarensis subsp, holarcrica iso-
lates imto 4 pulsotypes resulted i a Simpson index of
diversity of 0,522, There was no obviows correlation be-
tween the pulsotype of an tsolate from Spain and its geo-
graphic origin, host, or wlaremia outbreak with whach it
was associated.

Characterization by MLVA

The allcle-based analysis of genetic refationshaps iden-
tified 13 MLVA types among the 108 F, narensis subsp,
holarctica isolates and showed that F. adaremiy subsp,
mwlarensis straan Schu (CAPM 5600) was more distamtly
related (Figure 2). The 10 isolates from the Czech Repub-
lic were assigned to 5 MLVA types, which differed from
isolates from Spain by >2 allcles. Marker Fi-M3 provided
the highest number of allcles (6). Six copy numbers were
detected among the 109 isolates; for Ft-M6, F1-M9, and F1-
M20, there were 3 copy numbers. Markers Fi-M3, Fe-M7,
FI-MS, Fe-M10, Fi-M13, FT-M16, Fi-M19, Fi-M21, Fi-
M22, Fe-M23, and F1-M24 cach had 2 allcles: these mark-
ors with 2 alleles, except for F1-M24, discriminated caly F.
twlarensis subsp, mlarersic strain Schu (CAPM $600) from
all isolates of F. tularensiy subsp. holarctioa (Table).

Fgure 2 Mnmum-spanning ¥ee based
on muUliocus vanable number of tandem
repeat  analysis  (MLVA)  genotypes,
showing penetic relasontips among 08
Francisols tlaronsis subsp  holarchice
nolates bom Span (white crches), 10
F tdoronss subsp holwctios reference
solates fom the Czech Reputic (gray
circles ), and reflorence strain F fularensés
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Tularemia Outbreaks. Span, 1997-2008

Tabtie Mutiocus vanable rumber tandem of 98 Francaely lularensss sotstes from and 11 inolates*
VA F. T

MLVA No_sclates F1.M3 F1. M6 Fr MG F1.M20 Fr.M24
e 3 2 7 S okt
1} 32 (Span) 4 A 2 3 2(A6tp)
c 9 (Spain) 8 5 2 3 2(a182p)
D 3 (Spain) 3 “ 2 3 2a8ep)
E 2 (Span) 4 7 2 3 2(a60p)
F 1 (Spain) 0 4 2 4 2{r6ep)
G 1 (Spam) 4 “ 3 3 2{A6p)
H 1 (Spain) 7 4 2 3 2¢A6p)
| 4 (lormer Crechosiovakia) < 6 2 3 2
J 2 (Caech Repubic) 5 ? 2 3 2
K 2 (Caech Repubic) 6 ? 2 3 2
L 1 (former Crechosiovakia) 7 - 2 2 2
] 1 (Czech Reguble) 7 7 2 3 2

28 - 4 3 1

TAL moltes ¥Om Soan Nad e Uvgue 1000 Seleton f maruer FT.MDE I 15 Chamciense of penete sucade B Br FINFOL2-00 (Ibenan clone )
N F. fvronsis subsp Aderonsis SYan Sohu. showed S0080na Ungue Meles o e fobowing MLVA madkers FIAS. FLAT, FLAME FLM10

FRMtY FIanee FLAE FRMRY FIAMZ2 and FLLAM2Y

Fi-M24 had a 464-bp allcle that was found in all so-
lates from Spain analyzed in this study, but was not present
in any other isolates. FtuM24 has been found only in iso-
lates of genctic subclade B.BFTNFO02-00 (the Iberian
clone or the central and westorn European genetic group).
Sequence analysis of the Fi-M24 DNA fragment showed
that the unsque allele size was caused by deletion of a 16-
bp sequence adjacent 10 2 copacs of the Fi-M24 andem re-
peat (GenBank accession no. KC696513). For marker Fi-
M 12, because all 109 isolates had the same copy number,
this marker provided no typing resolution. Distnbution of
F. ndarensix subsp. holarcrica isolates among 12 MLVA
types was uneven; >T0% of the isolates in the MLVA types
A (49 isolates, 45%) and B (32 isolates, 29.4%) (Table).
Simpson index of diversity, which showed the discrimi-
matory power of MLVA for the 108 F. rularenyis subsp.
haolarctica isolates, was 0,708,

The 98 isolates from Spain were classified im0 8
MLVA types, which essentially grouped as 2 closely re-
lated clonal that differed at only | of the 16
MLVA markers (Figure 2), All MLVA types from Spain
were singhe-focus vaniants of MLVA type B, which indi-
cated this type was the founder genotype of F. tularensiy
that caused tularemia in porthwestern Spain, No clear re-
Lationship was found between gemotype and geographic
origin (Figure 3), source of infection, or host m Spain. The
same genotype was usually isolated from hares, voles, and
humans in Spain.

Comparison of isolaies from the 2 outbeeak periods
(37 wsolates for 1997-1998 and 61 isolates for 2007~
2008) showed that the same F. rularensis genotypes
caused talaremia in both outbeeaks (Figure 4). Isolaes
from the second outbreak showed less genetic diversity
than those from the first outbreak (Simpson indices 0.62,
95% C10.55-0.71 and 0.66, 95% C1 0.57-0.75, respee-
tively: the difference was not significant af the 95% level).
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Comparison of allele distribution at the most variable
marker (FI-M3) showed an overall sumilanty between iso-
lates causing the outbreaks, although the most common
copy number was 4 during the first outbreak and $ dur-
ing the second outbreak, which might indicate a stepwise
increase in copy number over time. Overall, our findings
for 37 isolates from the first outbeeak were consistent with
the data reported by Dempsey et al. (/7) alihough there
were 2 discrepancies. First, isolate TU IS had a unique al-
lele with 3 tandem repeats at F1-M9, which distinguished
this isolate from all other F. rularensis subsp. holarctica
isolates, Second, isolate TU3L had the same FT-M10 al-
lele as all other isolates. We confirmed our results for

these discrepancics in tnplicate.

Quantification of Agreement between PFGE
Typing and MLVA

Congruence of the 2 methods (PFGE typing and
MLVA) for isobase classification was weak for the 107 £
nwlarensis subsp. hodarctica isolates (1 of the 108 isolates
was excluded bocasse it was not typeable by PFGE analy-
sis). This finding was tree for reverse comparisons of both
methods: if 2 solales were in the same PFGE pulsotype:
they had an 18% chance of having the same MLVA type.
Conversely, having the same MLVA type was associated
with a 4076 chance of having the same PFGE palsotype.
The adjusted Wallace coeflicient for PFGE versus MLVA
was 018 (95% C1 0.04-0,52) and that for MLVA versus
PEGE was 0.40 (95% C10.20-0.58).

Discussion

F. tularensis subsp. holarcrica has shown limited ge-
netic diversity worldwide (5,7,22.23). This finding might
be the result of a relatively recent bottleneck or clonal ex-
pansion cvent that drastically reduced genetic vanation of
the bactenal population (5,7). Consistent with previous
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findings, we observed extremedy limited genomic diver-
sity among the 98 F. tularensis subsp. holarctica solates
from Spain analyzed by 2 gemotyping tools: PFGE with 2
restriction enzymes and MLVA at 16 highly variable 1an-
dem repeat lovi, PFGE adentified 3 genotypes with single
bhand differences (93.3% similarity) (Figare 1). MLVA
discriminated these isolases inso 8 MLVA types, bat in
pairwese comparisons they differed at no moee than 2 of
16 MLVA markers. Thus, our collection shows extreme
genctic homogencity (Figure 2).

An F. tularensis subsp. holarcrica lincage in contral
and western Furope (France, Spain, and Switzerland) has
been defined (7,17.24,25). Strains bedonging 1o this lincage
have 2 unique genctic traits: a 1.59-kbp genomic deletion
at the RD23 Jocus and a unique 464-bp allcle a1 Fi-M24.
All isolates from Spain had these alleles, imrespective of the
outhreak, geographic origin, or the bost from which they
were recovered. Thus, all solstes from Spain analyzed
belong 10 the genetic subclade B.BEFTNFOO2-00 (the Ibhe-
ran clone or central and western European genstic group)
(7). Furthermore, all MLVA types for isolates from Spain

were single-locus vanants of MLVA type B, which sug-
gosted that this type might be a founding genotype that
has evolved into multiple other genotypes that differ from
the founding gemotype at a singhe logi, In this scenario, all
strains causing tularcmia outhreaks in Spain are linked o
thas founder (ancestral) genotype.

We found poor congruence between typing results of
PFGE and MLVA for 107 F. tularensis subsp. holarcrica
isolates. However, the 2 methods might mdicate dafferent
types of genctic variation. PFGE is a switable appeoach for
detecting rearangements in a genome, and differences of
only | band observed among the 98 isolates from Spain are
presumably consequences of a single mutation event that
might be an inversion, transbocation, deletion, o a single-
nucleotide polymorphism (26). In contrast, MLVA detects
vanation in several, fast-evolving, repeated sequences.
However, such rapidly evolving sequences are susceptible
10 homoplasy, and genctic classification of isolates on the
basis of a difference at only | of 16 genetic loci, as for
isolates from Spain, could be biased because of genetic re-
Version events.
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Tularemia Outbreaks. Spain, 1997-2008

Figute 4 Meimumaganning tree based on
muliiocus vanable number tandem repeat
(MLVA) snalysis of genctypes showing
relatonshps 9 88 Francisela
subap. holarchcs isolates from Spain with
refarence 1 2 human tulsrernia Oultcosks
In 1997-1608 and 2007-2008, respectvely
Wiste sections in circles indcate F ddarensis
subap. holarchica isolales recovered during the
first human fularemia outbreak (1007-1958),
and black sectons ndicale isclates recovered
during the second outtreak (2007-2008)
Each circle reprosents & unigue MLVA type and
=20 I8 propomonal 1o the number of isolates of
that type

Because some of the mutations detected by PFGE o
MLVA might not be scloctively neutral, we maght have ob-
served tme-dependent mutations that are transient on cvo-
hutionary time scales and will frequently be eliminated by
sehection peessure acting on them (27), 11 this hypothesis is
o, use of single mutations for genctic descrimination may
kcad to incomrect phylogenctic inferences, Therefore, poos
congruence betwoen PFGE and MLVA for sdentafying ge-
metic subclade B.BrFTNFOO2-00 of F, miarensis subsp,
holarctica in Spain might be caused by limited bacicrial
diversity. Use of more extensive gonetic analyses for typ-
g, such as whole genome sequencing, might be useful in
subseguent molecular epsdemsology studics,

In Spain, tularemia was first reported mn late 1997 in
association with one of the largest human outbeeaks ever
described (/0). The most common route of infection of
humans was by direct contact when bunting and hasdling
hares (L. europaens), Consistent with mfoction with F. fi
farensix through the skin, the most frequent clinical form
was ulceroglandular tularemda (55.4%); glandular (15.3%)
and typhoud (6.6%) forms of the discase were also ob-
served. A second major human outbeeak occurred in the
same geographic arca in northwest Spain in 2007 and 2008
after 10 years of mo cpidemiologic activity. The epidemis
ology of the second outhreak was differemt from that of
the first outbreak, The second outhreak occurred when the
population of the common vole (Micrones arvalis) peaked,
and >65% of case-patients had typhoadal and pecumonic
forms of talaremia (/2. 13), which is consistent with infec-
tion by inhalation,

Few outbeeaks of tularemia caused by airborne trans-
mission of the bacteria have been reported, These out-
breaks include a notable outbreak of imhalational talaremia

in Sweden in 1966-1967 associated with environmental
exposure of farmers in which >600 cases were diagnosed
(25).There were clusters of outbreaks on Martha's Vine-
yard (Massachusetts, USA) in 1978 and 2000 (29.30) and
cases of malaremia caused by airbome transmission to 53
farmers in nocthorn Finkand during 1982, (3/7). In Germany
in 2005, a total of 39 participants in a hare bunt were in-
fected aller exposure to contaminated droplets generated
by rinsing nfected hares (32),

Isolates from Spain obtained during the second tula-
remia outbeeak had the same gemotypes as those obtained
duning the first outbreak (Figures 1, 4). Furtbermore, we
did not observe any relationships between genotype and
geographic origin, or host from which the isolales were
recovered, which suggested that in that area, the same
clones were circulating in all bosts (Figure 3, pancl B)
These results are useful because the 2 outbreaks had sub-
stantial epidemiologic differences (10,12). Our findings
indicate that the outhreak in 2007, afier 10 years of no
epidemiologic activity, was not caused by introduction of
a new strain, but by reemergence of an endemic bacter
rial population that has been circulating in the region for
ot least 1he past 15 years, Furthermore, our findings also
suggest that climical forms of the outbreak are detcrmined
by ecologic processes imvolved in infection (e.g., route of
infection, infective dose) rather than by the genotype of
the pathogen,

In conclusion, we repoet genetic characterization of F
nwlareresis subsp. holarerioa isolated in Spain during 2 of the
largest tularemia outbreaks worldwide, There were marked
epidemiologic differences between the 2 outbreaks, which
were separated by 10 years of no epidemic activity, Molec-
ular investagatsons showed that both outhreaks were caused
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by the same group of closely related genotypes in subclade
B.BoFTNFOO2-00, Therefore, the reemergence of tulare-
mia in 2007 was presumably not caused by introduction of
a pew strain, but by persistence of local reservoirs of infec-
tion, These findings, aloag with sporadic cases of tularemia
in 1998 and 2007, sugpest that local foci of twlaremia bave
become established in Spain. Further investigations will
help identify these endemic foci and clarify biotic and abi-
otic factors that have favored establishment of the pathogen
in porthwestern Spain,
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Technical Appendix. Information on Francisella tularensis subsp.holarctica isolates used in this study and results of PFGE and MLVA*

L PFGE MLVA
Isolate no. T)rlglnallng Geographic origin Year Host Xho land MLVA
laboratory Xho! BamHI Bam Hi Ft-M3 Ft-M5 Ft-M6 Ft-M7 Ft-M8 Ft-M9 Ft-M10Ft-M12Ft-M13Ft-M16 Ft-M19Ft-M20 Ft-M21 Ft-M22 Ft-M23  Ft-M24 Allelic profile type
TU1 ALG Valladolid, Spain 1997 Hare A B AB 4 2 4 2 2 2 2 2 1 3 2 4 1 2 (M6 bp)t 4242222211132410 B
TU2 ALG Valladolid, Spain 1998 Hare A A AA 5 2 4 2 2 2 2 2 1 3 2 4 1 2 (A16 bp)t 5242222211132410 A
TU3 ALG Valladolid, Spain 1998 Hare A B AB 6 2 4 2 2 2 2 2 1 3 2 4 1 2 (A16 bp)t  6242222211132410 C
TU4 ALG Ledn, Spain 1998 Hare A A AA 4 2 4 2 2 2 2 2 1 3 2 4 1 2 (M6 bp)t 4242222211132410 B
TUS ALG Palencia, Spain 1998 Hare A B AB 7 2 4 2 2 2 2 2 1 3 2 4 1 2 (M6 bp)t 7242222211132410 H
TUB ALG Leon, Spain 1998 Hare A A AA 5 2 4 2 2 2 2 2 1 3 2 4 1 2 (A16 bp)t 5242222211132410 A
TU7 ALG Leon, Spain 1998 Hare A A AA 4 2 4 2 2 2 2 2 1 3 2 4 1 2 (A16 bp)t 4242222211132410 B
TU8 ALG Palencia, Spain 1998 Hare A C AC 3 2 4 2 2 2 2 2 1 3 2 4 1 2 (M6 bp)t 3242222211132410 D
TU9 ALG Palencia, Spain 1998 Hare A (¢} AC 3 2 4 2 2 2 2 2 1 3 2 4 1 2 (M6 bp)t 3242222211132410 D
TU10 ALG Valladolid, Spain 1998 Hare A A AA 5 2 4 2 2 2 2 2 1 3 2 4 1 2 (A16 bp)t 5242222211132410 A
TU ALG Valladolid, Spain 1998 Hare A A AA 5 2 4 2 2 2 2 2 1 3 2 4 1 2 (A16 bp)t 5242222211132410 A
TU12 ALG Zamora, Spain 1998 Hare A A AA 4 2 4 2 2 2 2 2 1 3 2 4 1 2 (A16 bp)t 4242222211132410 B
TU13 ALG Zamora, Spain 1998 Hare A A AA 5 2 4 2 2 2 2 2 1 3 2 4 1 2 (M6 bp)t 5242222211132410 A
TU14 ALG Palencia, Spain 1998 Hare A A AA 5 2 4 2 2 2 2 2 1 3 2 4 1 2 (A16 bp)t 5242222211132410 A
TU15 ALG Valladolid, Spain 1998 Hare A A AA 4 2 4 2 2 2 2 2 1 3 2 4 1 2 (A16 bp)t  4242222211132410 B
TU16 ALG Valladolid, Spain 1998 Hare A A AA 4 2 4 2 2 2 2 2 1 3 2 4 1 2 (A16 bp)t  4242222211132410 B
TU17 ALG Segovia, Spain 1998 Hare A B AB 4 2 4 2 2 2 2 2 1 3 2 4 1 2 (M6 bp)t 4242222211132410 B
TU18 ALG Palencia, Spain 1998 Hare A A AA 4 2 4 2 2 3 2 2 1 3 2 4 1 2 (A16 bp)t 4242232211132410 G
TU19 ALG Palencia, Spain 1998 Hare A A AA 5 2 4 2 2 2 2 2 1 3 2 4 1 2 (A16 bp)t  5242222211132410 A
TU20 ALG Palencia, Spain 1998 Hare A B AB 4 2 4 2 2 2 2 2 1 3 2 4 1 2 (A16 bp)t 4242222211132410 B
TU21 ALG Palencia, Spain 1998 Hare A B AB 4 2 4 2 2 2 2 2 1 3 2 4 1 2 (M6 bp)t 4242222211132410 B
TU22 ALG Valladolid, Spain 1998 Hare A A AA 4 2 4 2 2 2 2 2 1 3 2 4 1 2 (AM16 bp)t 4242222211132410 B
TU23 ALG Zamora, Spain 1998 Vole A A AA 5 2 4 2 2 2 2 2 1 3 2 4 1 2 (A16 bp)t 5242222211132410 A
TU24 HLE Leon, Spain 1998 Human A A AA 4 2 4 2 2 2 2 2 1 3 2 4 1 2 (A16 bp)t 4242222211132410 B
TU25 HZA Zamora, Spain 1998 Human A B AB 4 2 4 2 2 2 2 2 1 3 2 4 1 2 (M6 bp)t 4242222211132410 B
TU26 HZA Zamora, Spain 1998 Human A A AA 5 2 4 2 2 2 2 2 1 3 2 4 1 2 (M6 bp)t 5242222211132410 A
TU27 HZA Zamora, Spain 1998 Human A A AA 5 2 4 2 2 2 2 2 1 3 2 4 1 2 (A16 bp)t 5242222211132410 A
CAPM 5536 (Strain 130) CAPM  Former Czechoslovakia Unknown Hare A D AD 4 2 6 2 2 2 2 2 1 3 2 4 1 2 4262222211132410 |
CAPM 5537 (Strain 2713) CAPM  Former Czechoslovakia Unknown Hare A D AD 7 2 4 2 2 2 2 2 1 2 2 4 1 2 7242222211122410 L
CAPM 5600 (StrainSchu) CAPM United States 1941 Human B F BF 28 3 4 4 4 4 18 2 2 3 3 2 2 1 2344441222233220 N
TU31 ALG Valladolid, Spain 1998 Human A A AA 4 2 4 2 2 2 2 2 1 3 2 4 1 2 (A16 bp)t 4242222211132410 B
TU32 ALG Valladolid, Spain 1998 Human A A AA 5 2 4 2 2 2 2 2 1 3 2 4 1 2 (A16 bp)t  5242222211132410 A
TU33 ALG Valladolid, Spain 1998 Human A A AA 5 2 4 2 2 2 2 2 1 3 2 4 1 2 (A16 bp)t 5242222211132410 A
TU34 ALG Palencia, Spain 1998 Human A A AA 4 2 4 2 2 2 2 2 1 3 2 4 1 2 (M6 bp)t 4242222211132410 B
CAPM 5151 (Strain T-1/59) CAPM  Former Czechoslovakia Unknown Hare A D AD 4 2 6 2 2 2 2 2 1 3 2 4 1 2 4262222211132410 |
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Isolate no. Originating Geographic origin Year Host - Xho land A MLVA
laboratory Xho! BamHI BamHI Ft-M3 Ft-M5 Ft-M6 Ft-M7 Ft-M8 Ft-M9 Ft-M10Ft-M12Ft-M13Ft-M16 Ft-M19Ft-M20 Ft-M21 Ft-M22Ft-M23  Ft-M24 Allelic profile type
TU36 LRSA Palencia, Spain 1998 Hare A B AB 4 2 4 2 2 2 2 2 1 3 2 4 1 2(AM6bp)t 4242222211132410 B
TU37 LRSA Valladolid, Spain 1998 Hare A A AA 5 2 4 2 2 2 2 2 1 3 2 4 1 2(A16bp)t 5242222211132410 A
TU38 LRSA Soria, Spain 1998 Hare A A AA 4 2 7 2 2 2 2 2 1 3 2 4 1 2(Al6bp)t 4272222211132410 E
TU39 LRSA Zarmora, Spain 1999 Hare A A AA 5 2 4 2 2 2 2 2 1 3 2 4 1 2(AM6bp)t 5242222211132410 A
TW40 LRSA Zammora, Spain 1998 Hare A A AA 5 2 4 2 2 2 2 2 1 3 2 4 1 2(AM6bp)t 5242222211132410 A
TU41 LRSA Zamora, Spain 1998 Tick NT NT NT 5 2 4 2 2 2 2 2 1 3 2 4 1 2(A16bp)t 5242222211132410 A
6424 LRSA Palencia, Spain 2007 Vole A B AB 5 2 4 2 2 2 2 2 1 3 2 4 1 2(A16bp)t 5242222211132410 A
6434 LRSA Zarmora, Spain 2007 Vole A A AA 6 2 4 2 2 2 2 2 1 3 2 4 1 2(A16bp)t 6242222211132410 C
6455 LRSA Leon, Spain 2007 Vole A A AA 5 2 4 2 2 2 2 2 1 3 2 4 1 2(AM6bp)t 5242222211132410 A
7435 LRSA Palencia, Spain 2007 Vole A A AA 5 2 4 2 2 2 2 2 1 3 2 4 1 2(A16bp)t 5242222211132410 A
7631 LRSA Palencia, Spain 2007 Vole A A AA 5 2 4 2 2 2 2 2 1 3 2 4 1 2(A16bp)t 5242222211132410 A
7806 LRSA Palencia, Spain 2007 Vole A B AB 5 2 4 2 2 2 2 2 1 3 2 4 1 2(A6bp)t 5242222211132410 A
7131 LRSA Palencia, Spain 2007 Hare A A AA 5 2 4 2 2 2 2 2 1 3 2 4 1 2(AM6bp)t 5242222211132410 A
7467 LRSA Burgos, Spain 2007 Hare A B AB 4 2 4 2 2 2 2 2 1 3 2 4 1 2(AM6bp)t 4242222211132410 B
7912 LRSA Burgos, Spain 2007 Hare A A AA 4 2 4 2 2 2 2 2 1 3 2 4 1 2(A16bp)t 4242222211132410 B
7913 LRSA Burgos, Spain 2007 Hare A A AA 4 2 4 2 2 2 2 2 1 3 2 4 1 2(A6bp)t 4242222211132410 B
8216 LRSA Burgos, Spain 2007 Hare A B AB 4 2 4 2 2 2 2 2 1 3 2 4 1 2(AM6bp)t 4242222211132410 B
8393 LRSA Valladolid, Spain 2007 Hare A B AB 4 2 4 2 2 2 2 2 1 3 2 4 1 2(A16bp)t 4242222211132410 B
8465 LRSA Burgos, Spain 2007 Hare A B AB 5 2 4 2 2 2 2 2 1 3 2 4 1 2(A16bp)t 5242222211132410 A
8741 LRSA Burgos, Spain 2007 Hare A B AB 4 2 4 2 2 2 2 2 1 3 2 4 1 2(A16 bp)t  4242222211132410 B
9231 LRSA Valladolid, Spain 2007 Hare A B AB 4 2 4 2 2 2 2 2 1 3 2 4 1 2(AM6bp)t 4242222211132410 B
9637 LRSA Salamanca, Spain 2007 Hare A A AA 5 2 4 2 2 2 2 2 1 3 2 4 1 2(A16bp)t 5242222211132410 A
9778 LRSA Valladolid, Spain 2007 Hare A A AA 5 2 4 2 2 2 2 2 1 3 2 4 1 2(A16bp)t 5242222211132410 A
2212 LRSA Valladolid, Spain 2008 Hare A A AA 6 2 4 2 2 2 2 2 1 3 2 4 1 2(A16bp)t 6242222211132410 C
2213 LRSA Zarmora, Spain 2008 Hare A A AA 6 2 4 2 2 2 2 2 1 3 2 4 1 2(AM6bp)t 6242222211132410 C
2700 LRSA Zamora, Spain 2008 Hare A A AA 6 2 4 2 2 2 2 2 1 3 2 4 1 2(A16bp)t 6242222211132410 C
3267 LRSA Zarmora, Spain 2008 Hare A A AA 5 2 4 2 2 2 2 2 1 3 2 4 1 2(A16bp)t 5242222211132410 A
3268 LRSA Palencia, Spain 2008 Hare A B AB 4 2 4 2 2 2 2 2 1 3 2 4 1 2(A16bp)t 4242222211132410 B
3269 LRSA Zarmora, Spain 2008 Hare A A AA 5 2 4 2 2 2 2 2 1 3 2 4 1 2(AM6bp)t 5242222211132410 A
3639 LRSA Zamora, Spain 2008 Hare A A AA 4 2 4 2 2 2 2 2 1 3 2 4 1 2(A6bp)t 4242222211132410 B
3640 LRSA Zamora, Spain 2008 Hare A A AA 6 2 4 2 2 2 2 2 1 3 2 4 1 2(A16bp)t 6242222211132410 C
3641 LRSA Zarmora, Spain 2008 Hare A A AA 5 2 4 2 2 2 2 2 1 3 2 4 1 2(A16bp)f 5242222211132410 A
3643 LRSA Salamanca, Spain 2008 Hare A A AA 6 2 4 2 2 2 2 2 1 3 2 4 1 2(A16bp)t 6242222211132410 C
3644 LRSA Avila, Spain 2008 Hare A B AB 6 2 4 2 2 2 2 2 1 3 2 4 1 2(AM6bp)t 6242222211132410  C
3645 LRSA Zamora, Spain 2008 Hare A A AA 5 2 4 2 2 2 2 2 1 3 2 4 1 2(A16bp)t 5242222211132410 A
3646 LRSA Valladolid, Spain 2008 Hare A A AA 5 2 4 2 2 2 2 2 1 3 2 4 1 2(A16bp)t 5242222211132410 A
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Isolate no. Originating Geographic origin Year Host = Xho land A MLVA
laboratory Xho! BamHI BamHI Ft-M3 Ft-M5 Ft-M6 Ft-M7 Ft-M8 Ft-MO Ft-M10Ft-M12Ft-M13Ft-M16 Ft-M19Ft-M20 Ft-M21 Ft-M22Ft-M23  Ft-M24 Allelic profile type
3651 LRSA Salamanca, Spain 2008  Hare A A AA 5 2 4 2 2 2 2 2 1 1 1 3 2 4 2(M6bp)t 5242222211132410 A
4387 LRSA Valladolid, Spain 2008  Hare A B AB 4 2 4 2 2 2 2 2 1 1 1 3 2 4 2(A16bp)t 4242222211132410 B
4388 LRSA Valladolid, Spain 2008  Hare A A AA 4 2 4 2 2 2 2 2 1 1 1 3 2 4 2(A16bp)t 4242222211132410 B
4389 LRSA Zammora, Spain 2008  Hare A A AA 5 2 4 2 2 2 2 2 1 1 1 3 2 4 2(MBbp)t 5242222211132410 A
4390 LRSA Ledn, Spain 2008  Hare A B AB 3 2 4 2 2 2 2 2 1 1 1 3 2 4 2(A16 bp)t 3242222211132410 D
4392 LRSA Valladolid, Spain 2008  Hare A B AB 4 2 4 2 2 2 2 2 1 1 1 3 2 4 2(A16 bp)t 4242222211132410 B
4393 LRSA Valladolid, Spain 2008  Hare A B AB 4 2 4 2 2 2 2 2 1 1 1 3 2 4 2(M6bp)t 4242222211132410 B
7013 LRSA Burgos, Spain 2008  Hare A B AB 4 2 4 2 2 2 2 2 1 1 1 3 2 4 2(M6bp)t 4242222211132410 B
8041 LRSA Valladolid, Spain 2008  Hare A A AA 5 2 4 2 2 2 2 2 1 1 1 3 2 4 2(A16 bp)t 5242222211132410 A
7085916 HLE Leon, Spain 2007  Human A A AA 5 2 4 2 2 2 2 2 1 1 1 3 2 4 2(A16 bp)t 5242222211132410 A
7064579 HLE Leén, Spain 2007 Human A A AA 5 2 4 2 2 2 2 2 1 1 1 3 2 4 2(M6bp)t 5242222211132410 A
7072002 HLE Leén, Spain 2007  Human A A AA 5 2 4 2 2 2 2 2 1 1 1 3 2 4 2(M6bp)t 5242222211132410 A
8063913 HLE Leon, Spain 2008  Human A A AA 4 2 4 2 2 2 2 2 1 1 1 3 2 4 2(A16bp)t 4242222211132410 B
7083765 HLE Leén, Spain 2007 Human A B AB 5 2 4 2 2 2 2 2 1 1 1 3 2 4 2(A16 bp)t 5242222211132410 A
7070924 HLE Leon, Spain 2007 Human A A AA 4 2 4 2 2 2 2 2 1 1 1 3 2 4 2(M6bp)t 4242222211132410 B
7074825 HLE Ledn, Spain 2007  Human A A AA 4 2 4 2 2 2 2 2 1 1 1 4 2 4 2(A16 bp)t 4242222211142410  F
ZA-26454 HVA Zarmora, Spain 2007 Human A A AA 4 2 7 2 2 2 2 2 1 1 1 3 2 4 2(A16bp)t 4272222211132410 E
ZA-20208 HVA Zarmora, Spain 2007 Human A A AA 5 2 4 2 2 2 2 2 1 1 1 3 2 4 2(M6bp)t 5242222211132410 A
ZA-18752 HVA Zarmmora, Spain 2007 Human A A AA 5 2 4 2 2 2 2 2 1 1 1 3 2 4 2(M6bp)t 5242222211132410 A
PA-22447 HVA Palencia, Spain 2007  Human A A AA 6 2 4 2 2 2 2 2 1 1 1 3 2 4 2(A16 bp)t 6242222211132410 C
PA-25493 HVA Palencia, Spain 2007 Human A B AB 5 2 4 2 2 2 2 2 1 1 1 3 2 4 2(A16 bp)t 5242222211132410 A
PA-25825 HVA Palencia, Spain 2007 Human A A AA 5 2 4 2 2 2 2 2 1 1 1 3 2 4 2(M6bp)t 5242222211132410 A
VA-23287 HVA Valladolid, Spain 2007 Human A A AA 5 2 4 2 2 2 2 2 1 1 1 3 2 4 2(M6bp)t 5242222211132410 A
PA-23313 HVA Palencia, Spain 2007 Human A A AA 5 2 4 2 2 2 2 2 1 1 1 3 2 4 2(A16 bp)t 5242222211132410 A
PA-22442 HVA Palencia, Spain 2007 Human A A AA 5 2 4 2 2 2 2 2 1 1 1 3 2 4 2(A16 bp)t 5242222211132410 A
PA-24022 HVA Palencia, Spain 2007 Human A B AB 5 2 4 2 2 2 2 2 1 1 1 3 2 4 2(MBbp)t 5242222211132410 A
PA-21739 HVA Palencia, Spain 2007  Human A A AA 5 2 4 2 2 2 2 2 1 1 1 3 2 4 2(A16 bp)t 5242222211132410 A
ZA-07/2645 HVA Zarmora, Spain 2008  Human A A AA 4 2 4 2 2 2 2 2 1 1 1 3 2 4 2(A16 bp)t 4242222211132410 B
ZA-26301 HVA Zarmora, Spain 2007 Human A A AA 5 2 4 2 2 2 2 2 1 1 1 3 2 4 2(M6bp)t 5242222211132410 A
ZA-07/3592 HVA Zarmmora, Spain 2008  Human A A AA 5 2 4 2 2 2 2 2 1 1 1 3 2 4 2(M6bp)t 5242222211132410 A
ZA-20206 HVA Zamora, Spain 2007  Human A A AA 5 2 4 2 2 2 2 2 1 1 1 3 2 4 2(A16 bp)t 5242222211132410 A
CAPM 5535 (Strain 2062, avirulent) CAPM  Former Czechoslovakia 1957 ~ Hare = A D AD 4 2 6 2 2 2 2 2 1 1 1 3 2 4 2 4262222211132410 |
CAPM 5538 (Strain M 62) CAPM  Former Czechoslovakia 1962  Human A E AE 4 2 6 2 2 2 2 2 1 1 1 3 2 4 2 4262222211132410 |
CAPM 6438 (Strain PA3/2011) CAPM Czech Republic 2011 Hare A D AD 6 2 7 2 2 2 2 2 1 1 1 3 2 4 2 6272222211132410 K
CAPM 6440 (Strain PA307/2011) CAPM Czech Republic 2011 Hare A D AD 7 2 7 2 2 2 2 2 1 1 1 3 2 4 2 7272222211132410 M
CAPM 6443 (Strain PA-2305/10) CAPM Czech Republic 2010  Hare = A D AD 6 2 7 2 2 2 2 2 1 1 1 3 2 4 2 6272222211132410 K
CAPM 6444 (Strain PA-237/11) CAPM Czech Republic 2011 Hare A D AD 5 2 7 2 2 2 2 2 1 1 1 3 2 4 2 5272222211132410  J
CAPM 6445 (Strain PA-238/11) CAPM Czech Republic 2011 Hare A D AD 5 2 7 2 2 2 2 2 1 1 1 3 2 4 2 5272222211132410  J

*PFGE, pulsed-field gel electrophoresis; MLVA, multilocus variable number tandem repeat analysis; ALG, Central Laboratory of Animal Health, Madrid, Spain;

HZA, Laboratory of Microbiology, Hospital Virgen de la Concha, Insalud, Zamora, Spain; CAPM, Collection of Animal Pathogenic Microorganisms, Brno, Czech Republic;

LRSA, Regional Laboratory of Animal Health, Ledn, Spain; NT, nontypeable; HLE, Department of Medical Microbiology, Hospital PrincesaSofia, Insalud, Ledn, Spain;

HVA, Department of Microbiology, Faculty of Medicine, University of Valladolid, Valladolid, Spain.

tAll isolates from Spain had the unique 16-bp deletion at marker FT-M24 that is characteristic of the genetic subclade B.Br:FTNF002-00 (the Iberian clone).
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Capitulo 4

Discusion general






La estrategia One Health surgi6é debido a la necesidad de desarrollar un nuevo enfoque
que permite abordar probleméticas globales y de gran complejidad, en las que influyen de
forma directa e indirecta decenas de factores de multiple naturaleza (bioldgicos,
ecolégicos, econédmicos, medioambientales, poblacionales, politicos y sociales, entre
otros), y que no pueden ser resueltas desde la aproximacion clasica que ofrecen las
disciplinas que se aplican en la actualidad de forma independiente. Como se expone en la
introduccién de esta Tesis Doctoral, ni el concepto One Health, ni la toma de conciencia
sobre la conexién existente entre la Salud Publica, la Sanidad Animal y el Medio Ambiente,
son nuevos (Bresalier cols., 2015). Sin embargo, hoy en dia existen multiples factores que
han llevado a que la interfaz hombre-animal-medio ambiente esté més interrelacionada
gue nunca. El aumento exponencial de la poblacién mundial a partir de la segunda mitad
del siglo XX, junto con las enfermedades animales que causan pérdidas importantes en la
produccidon (www.rr-africa.oie.int/en/news/index.html), suponen un gran reto para la
salvaguardia de la seguridad alimentaria, desde el punto de vista del abastecimiento. Para
su consecucion, la produccién animal ha derivado hacia sistemas intensivos, que requieren
del uso de antibiéticos en los animales de consumo, lo que a su vez tiene repercusiones
importantes en la Sanidad Animal, la Salud Publica y el Medio Ambiente. Ademas, la
ganaderia intensiva estrecha las relaciones entre los animales, y entre estos y el hombre,
facilitando la emergencia de zoonosis. Estos agentes zoondsicos utilizan los animales y el
medio ambiente como reservorio, constituyendo un riesgo biolégico, y complicando
sobremanera las estrategias disefiadas para su prevencién y control. Por otro lado, la
presencia de patdgenos en los alimentos de origen animal y en el medio ambiente,
constituye un riesgo para la inocuidad alimentaria, y por lo tanto para la Salud Publica.
Todo ello aderezado con la intensificacion del transporte y el comercio internacionales en
un mundo extremadamente globalizado, que facilita la dispersién de los patégenos
animales, resistencias a antibidticos y agentes zoondsicos por todo el mundo. De hecho, a
dia 5 de octubre de 2015 se ha firmado el Tratado de Asociacion Transpacifico (TTP, por su
acrénimo en inglés), en el que Estados Unidos, junto con otras 11 naciones del Pacifico, ha
llegado a un acuerdo comercial que representa el 40% de la economia mundial. Asimismo,
en el escandalo de WikiLeaks se filtrd la negociacidén en secreto de un tratado homadlogo
entre Estados Unidos y Europa, el denominado Tratado Transatlantico de Comercio e
Inversiones (TTIP), que amenaza con terminar de globalizar el comercio en el mundo. Estas
lineas tan solo ejemplifican algunos de los actores principales que conforman el complejo
entramado, y las multiples interrelaciones que existen entre todos los dmbitos que forman

parte de la estrategia One Health (Figura 5).
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Consecuentemente, en esta Tesis Doctoral se han estudiado cuatro patégenos con
relevancia en Castilla y Ledn, en el marco de la estrategia One Health. Tres de ellos tienen
una conexién evidente con la Salud Publica al tratarse de agentes causantes de zoonosis: S.
aureus, y en especial SARM, L. monocytogenes y F. tularensis. El cuarto patégeno objeto de
estudio, M. agalactiae, tiene una conexion mas sutil ya que no es capaz de causar
enfermedad en humanos de forma directa, sin embargo limita la disponibilidad de
proteinas de origen animal, constituyendo por lo tanto un problema de seguridad
alimentaria visto desde la 6ptica del abastecimiento. De esta manera, dentro de las grandes
problematicas actuales que requieren del enfoque de la estrategia One Health para su
resolucion, los patdgenos estudiados se engloban dentro del dmbito de la seguridad
alimentaria, la resistencia a los antibiéticos, la inocuidad alimentaria y los riesgos biolégicos

(Figura 2, 3, 5).

La seguridad alimentaria, desde la acepcion mas estricta del término, hace
referencia a la disponibilidad de alimentos, al acceso de las personas a ellos, y al
aprovechamiento bioldgico de los mismos, y se ha convertido en uno de los mayores retos
del siglo XXI debido al aumento exponencial que ha sufrido la poblacién mundial a partir
de la segunda mitad del siglo XX. De acuerdo con los Gltimos datos disponibles en el The
World Bank, la poblacién superé los 7.200 millones de habitantes en el afo 2014, y se
estima que superard los 9.000 millones para el 2050 (The World Bank webpage). Este
crecimiento se esta dando fundamentalmente en los paises en vias de desarrollo, y junto al
incremento de la renta per cépita en estas regiones, estd suponiendo a su vez un aumento
de la demanda de proteinas de origen animal, que se estima de un 70% de aqui al 2050
(www.fao.org/animal-health/es). Para suplir dicha demanda, el sistema alimentario mundial
tiene que cambiar hacia procedimientos més intensivos, especializados e integrados, lo
cual es motivo de gran preocupacion, en primer lugar, por la sostenibilidad del sistema, en
segundo lugar, por las dudas que suscitan las infraestructuras de Salud Publica y Sanidad
Animal disponibles en estos paises para soportar esta tasa de crecimiento, y en tercer lugar,
porque esta evolucién hacia practicas de produccién intensivas deriva en un contacto mas
estrecho entre los animales, y entre estos y el hombre, lo que otorga a los patégenos mas
oportunidades de saltar la barrera de especie, facilitando la emergencia y dispersiéon de

zoonosis (King, 2012).
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Figura 5. Interrelaciones en la interfaz hombre-animal-medio ambiente en los dmbitos de la seguridad alimentaria, la inocuidad alimentaria, la resistencia
a los antibioticos y los riesgos bioldgicos, en los que se engloban los patégenos objeto de estudio de esta Tesis Doctoral, dentro del marco de la

estrategia One Health.



M. agalactiae y S. aureus tienen relevancia en este contexto de seguridad
alimentaria, al causar pérdidas importantes en la produccién lactea de los rumiantes,
siendo una de las principales causas de mastitis (Corrales y cols., 2007; Gdmez-Martin y
cols., 2013; Gelasakis y cols., 2015). Como se describe en la introduccién, en Castilla y Le6n
se produce el 60% de la leche de oveja de Espafia, por lo que estos dos patdgenos tienen
un gran impacto socio-econémico en la regidén. En los estudios desarrollados en esta Tesis
Doctoral se analizaron 1.798 muestras de leche de 1.313 explotaciones localizadas en 12
provincias: Avila, Burgos, Caceres, Cantabria, Ciudad Real, Leén, Madrid, Palencia,
Salamanca, Segovia, Valladolid, Zamora. De ellas, 922 explotaciones fueron muestreadas en
una sola ocasion, y las restantes 391 se muestrearon de 2 a 5 veces. Para el célculo de la
prevalencia del patégeno, solo se utilizaron los resultados obtenidos en las explotaciones
muestreadas en una ocasion, con el fin de asegurarnos de que todas las granjas contribuian
de forma proporcional. Los resultados de las 391 granjas re-muestreadas se utilizaron para

evaluar el nivel de excrecion intermitente de M. agalactiae en la leche.

Se observé una elevada prevalencia de ambos patdégenos en las explotaciones de
ganado ovino de Castilla y Ledn. Durante los tres afios de muestreo (2008-2010), la
prevalencia media de M. agalactiae fue del 36,8%, con una tendencia ascendente desde el
32,9% en el 2008 hasta el 42,7% en el 2010. Ademas, el patdégeno fue detectado en las 12
provincias muestreadas, lo que demuestra que sigue estando ampliamente distribuido en
las explotaciones del noroeste de Espafia, como pasaba al menos desde principios de los
afos 70 (Talegén-Heras, 1974; Ariza-Miguel y cols., 2012). De hecho, hay que tener en
consideraciéon que los resultados de prevalencia obtenidos en este estudio han sido
probablemente subestimados, ya que las muestras analizadas procedian de los tanques de
mezcla de las explotaciones, con lo cual hay un factor de dilucidn, y ademas se ha descrito
que los animales infectados presentan una excrecion intermitente del patégeno en la leche
(Lambert y cols., 1987; Corrales y cols., 2007). Esta hipotesis se ve avalada por los resultados
obtenidos en las 391 granjas en las que se realizé mas de un muestreo. En total, el 63,9% de
estas explotaciones fueron positivas en alguno de los muestreos y, ademas, el 26% de las
granjas que resultaron positivas en un muestreo, dieron un resultado negativo en un re-
muestreo posterior, lo que confirma que las ovejas mostraban frecuentemente una

excrecion intermitente del patégeno en la leche.

Las provincias en las que se detectd el patégeno con mayor frecuencia fueron

Avila (66,7%), Zamora (52,7%) y Valladolid (50,7%), con el 9,9%, el 43,3%, y el 59,5% del
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total de explotaciones de ganado ovino muestreadas (Ariza-Miguel y cols., 2012). En los
BOE de los aftos 1972 (BOE, nim. 188, 7 de agosto de 1972, pags. 14311-2), 1973 (BOE, num.
244, 11 octubre 1973) y 1975 (BOE, num. 35, 10 febrero 1975, pags. 2810-1), ya se
“declaraban las provincias de tratamiento obligatorio contra la AC a la vista de los informes
epizootioldgicos suministrados por los servicios veterinarios de Sanidad Animal y Jefaturas
Provinciales de Produccion Animal”, entre las que figuraban un total de 9, 17 y 29
provincias respectivamente (4, 6 y 8 pertenecientes a Castilla y Ledn), con lo que queda de
manifiesto que ya por aquella época se era consciente de la magnitud del problema, y se
habian establecido programas para la prevencién y control del sindrome. Por otro lado,
Goncer Coca y cols. (1989) analizaron entre 1980 y 1983 un total de 745 muestras de leche
de 20 provincias (con mayor representacion de muestras de Toledo, Valladolid y Cuenca), y
en el periodo 1984-1986, otras 336 muestras de leche de 13 provincias (principalmente de
Madrid, Toledo y Cuenca). De ellas aislaron 141 cepas de Mycoplasma spp., siendo
Valladolid la segunda provincia con mayor numero de cepas aisladas (11,3%), por detras de
Toledo (26,2%). En conjunto, estos resultados ponen de manifiesto el impacto que ha
tenido, y que sigue teniendo este sindrome en Espafa, y particularmente en Castilla y Ledn,

y la necesidad de establecer medidas eficaces para el control de la AC.

Un aspecto metodoldgico importante a tener en cuenta, es la dificultad que
entrana el aislamiento y deteccién microbiolégica de las especies del género Mycoplasma
involucradas en la AC en medios de laboratorio. En primer lugar, como se describe en la
introduccidn, se requieren medios selectivos enriquecidos con esteroles para su
crecimiento (que por cierto, son muy caros), y su incubacion en una atmdsfera que imite las
condiciones celulares (37°C, 5% CO,) (Corrales y cols., 2007). En el caso de la deteccidn en
muestras de leche cruda, este procedimiento se complica aiin mas por la gran cantidad de
microbiota presente, que posee unas condiciones de crecimiento mucho mas rpidas que
los micoplasmas, pudiendo por tanto enmascarar su presencia. Ademads, el pequefno
tamano y el color transparente de las colonias, hace necesaria la utilizacion de un
microscopio para su observacién, y requiere de experiencia previa. Todas estas dificultades
se ven reflejadas claramente en los resultados de nuestro estudio, en el que 339 de las 922
explotaciones de ganado ovino muestreadas resultaron positivas mediante la deteccién
molecular por PCR a tiempo real (36,8%), mientras que mediante los métodos
microbioldgicos clasicos tan solo se detectd su presencia en 85 explotaciones (9,2%) (Ariza-
Miguel y cols.,, 2012). Esto nos lleva a dos conclusiones. Por un lado, la metodologia

utilizada en este estudio, desde la recogida y conservacién de las muestras, el
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enriquecimiento en caldo de laboratorio selectivo, y la deteccién molecular mediante el
sistema de PCR a tiempo real disefiado por nuestro laboratorio (Oravcova y cols., 2009),
constituye un método apropiado para llevar a cabo la monitorizacién del estado sanitario
de los rebafnos, que podria ser trasladado directamente a su aplicacién en las explotaciones
de Castilla y Ledn. Por otro lado, los métodos microbiologicos no deben ser utilizados en
exclusiva, ya que tienden a subestimar de forma notable la presencia del patégeno, sino
que se deben de complementar con técnicas moleculares y, cuando sea adecuado,

seroldgicas.

Los datos de prevalencia obtenidos en nuestro estudio para el ganado ovino estan
en consonancia con los observados en el ganado caprino de nuestro pais, @mbito en el que
el grupo de investigacion liderado por el Prof. José Bismarck Poveda Guerrero ha llevado a
cabo numerosas investigaciones durante las tres Ultimas décadas en varias regiones de
Espaia, incluyendo las Islas Canarias, Extremadura y la regién murciano-granadina (Real y
cols., 1994; Gil y cols., 1999; Assuncéo y cols., 2004; Corrales y cols., 2004; De la Fe y cols.,
2005, 2007). Asi, De la Fe y cols. (2005) detectaron la presencia de micoplasmas en el 38,5%
de las explotaciones de caprino muestreadas, resultado que estd en el mismo orden de
magnitud que el obtenido en nuestro estudio. Sin embargo, resulta interesante que
mientras que en el ganado caprino se han detectado las cuatro especies del género
Mycoplasma involucradas en el sindrome (Gil y cols., 2003; De la Fe y cols., 2005, 2007),
nosotros solo detectamos la presencia de M. agalactiae (Ariza-Miguel y cols., 2012).
Ademis, la caracterizacion molecular de los 410 aislados obtenidos durante el muestreo,
revelé una diversidad genética muy limitada, con el 92% de los mismos mostrando el
genotipo ST-5 mediante MLST, el cual es el mas prevalente y el que se encuentra mas
diseminado por los paises del sur de Europa (McAuliffe y cols., 2011; Ariza-Miguel y cols.,
2013). Esta escasa diversidad genética observada en los aislados de oveja ha sido
confirmada en otro estudio llevado a cabo por De Garnica y cols. (2013) en 13 aislados de
M. agalactiae obtenidos de 45 muestras de leche de granjas de Castilla y Ledn. Sin
embargo, estos resultados contrastan de nuevo con los obtenidos en aislados de ganado
caprino espafioles, en los que un estudio detectd una diversidad genética elevada, a pesar
de que habian sido obtenidos de un area geografica muy restringida, la provincia de
Murcia (De la Fe y cols., 2012). En conjunto, estos dos hechos sugieren que la epidemiologia
de la AC en el ganado ovino y caprino es diferente, al menos en Espafa. Esta situacion
podria venir motivada: i) por la separacion fisica que existe entre ambos tipos de

explotaciones en nuestro pais, donde no es comun la existencia de granjas mixtas en
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régimen de explotacién intensivo, lo que dificultaria la entrada del resto de especies de
Mycoplasma en las explotaciones de ganado ovino; ii) por la existencia de un cierto
tropismo de las diferentes especies del patégeno por el hospedador particular. La primera
hipétesis podria explicar a su vez la mayor diversidad genética observada en los aislados de
cabras espafioles, y que podria ser debida al intercambio genético entre las diferentes
especies del genero Mycoplasma que se han detectado en estos rebafnos, pero no en los de
ovino, ya que se ha demostrado un elevado grado de transferencia genética horizontal
(aproximadamente el 18% de su genoma), entre M. agalactiae y miembros del grupo

mycoides (Sirand-Pugnet y cols., 2007).

Desafortunadamente, a pesar de las importantes pérdidas econémicas y de la
produccion lactea que causan estos patdgenos en todo el mundo, apenas existen
investigaciones a nivel internacional que permitan contrastar esta hipdtesis. Mientras que
la situacién de la AC en el ganado ovino en Francia parece ser similar a la de Castilla y Ledn,
con el mismo genotipo de M. agalactiae siendo responsable de la AC ovina endémica que
ha sido observada durante los Gltimos 30 afnos en la regidon occidental del Pirineo francés
(Nouvel y cols, 2012), en Jordania se ha observado una elevada prevalencia de M.
agalactiae y M. mycoides subsp. capri, tanto en ovejas como en cabras (Al-Momani y cols.,
2008, 2011). Seria muy interesante estudiar estos aislados en ambos tipos de ganado, con
el fin de evaluar si su diversidad genética es similar en ovejas y cabras, lo que apuntaria a la
hipotesis del intercambio genético, o si por el contrario también es mayor en los aislados
de cabras, lo que apuntaria a un tropismo de las especies de Mycoplasma por el

hospedador.

En cuanto a la metodologia aplicada para llevar a cabo la caracterizacién gendémica
de los aislados, resulta interesante resaltar que la PFGE proporcioné la mayor capacidad de
discriminacion, siendo capaz de diferenciar aislados que resultaron genéticamente
idénticos mediante MLVA o MLST (Ariza-Miguel y cols., 2013), por lo que se recomienda su
uso preferente en los estudios futuros de epidemiologia local. Sin embargo, y como se
destaca en la introduccién, hay que tener en cuenta que estas técnicas miden la diversidad
genética en dianas moleculares que poseen un reloj evolutivo distinto, lo que hace que
tanto la PFGE como el MLVA sean mas apropiados para estudios llevados a cabo en un
marco geografico y temporal relativamente estrecho, ya que de otra manera son
susceptibles de sufrir homoplasia y las relaciones filogenéticas observadas podrian venir

dadas por fendmenos de evolucidén convergente, es decir por el azar, mientras que el MLST
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es mas apropiado para estudios poblacionales, que se llevan a cabo con aislados de

origenes geograficos muy diversos y en un marco temporal mas amplio.

En el caso de S. aureus, se estima que es responsable de aproximadamente el 80%
de las mastitis en ovejas de ordefo, y del 40% de los casos en corderos lactantes, lo que
pone de manifiesto la gran importancia de este patdégeno para la seguridad alimentaria y
para la economia del sector ovino lechero (Mgrk y cols.,, 2007; Koop y cols., 2010;
Mavrogianni y cols., 2011). En nuestro trabajo, su prevalencia alcanzé el 68,5% de las
explotaciones muestreadas durante los afos 2008 y 2009. Estos resultados concuerdan con
los obtenidos en otros estudios, donde el patégeno también ha sido detectado con una
prevalencia elevada. En un trabajo realizado en Dakota (Estados Unidos), el 40,6% de las
ovejas fueron positivas a la presencia de S. aureus (Buyukcangaz y cols., 2013), mientras que
en dos explotaciones y un matadero de ovino en Tunez, su prevalencia fue del 41,7% de los

animales, a pesar de que estos no mostraban signos clinicos (Gharsa y cols., 2012).

En resumen, nuestros estudios demuestran que M. agalactiae y S. aureus estan
ampliamente distribuidos en las explotaciones de ganado ovino de aptitud lactea de
Castilla y Ledn, mostrando una prevalencia elevada. A pesar de que en Espafia este hecho
no constituye un problema grave para la seguridad alimentaria, como ocurre en paises en
vias de desarrollo, estdn causando pérdidas econédmicas muy importantes para el sector.
De hecho, también hay que tener en consideracién el caracter colonizador de M.
agalactiae, que ademas de implicarse como agente etioldgico primario en la AC, facilita la
implantacion de otros patégenos secundarios, lo que agrava la pérdidas causadas por este
microorganismo (Macun y cols., 2010). En el caso de la AC, resulta evidente que a pesar de
los continuos esfuerzos que se estan llevando a cabo por parte de los ganaderos, las
Asociaciones de Defensa Sanitaria y la Administracién, al menos desde principios de los 70
(Talegdn-Heras, 1974), las estrategias de prevencién y control no estan siendo efectivas. En
consecuencia, estas deberian de ir dirigidas hacia el establecimiento y puesta en marcha de
una red de vigilancia epidemioldgica de los patdégenos en cuestion, con el fin de evitar la
dispersién de los mismos, asi como la entrada de las otras tres especies de micoplasmas
involucradas en el sindrome en las explotaciones de ganado ovino de nuestra Comunidad.
Ademas, deberia de pasar a ser obligatoria la participacion en el programa para la
obtencion de calificaciones sanitarias para la AC, que aparece en las disposiciones de la
Consejeria de Agricultura y Ganaderia de Castilla y Ledn (BOCYL, ndm. 56, 22 de marzo de

2011, pags. 20062-20064), con el fin de conocer en todo momento la situacién de las
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explotaciones. También es aconsejable que la monitorizacién de los patégenos sea llevada
a cabo no solo en muestras de leche, sino ademas en otras muestras biolégicas (exudados
articulares, sangre, semen, orina, y/o secrecién auricular, nasal, ocular o vaginal), dado el
alto nivel de excrecidén intermitente que se ha constatado en nuestro estudio. Por otra
parte, las buenas practicas de manejo durante el ordefo, y la desinfeccién rutinaria de las
herramientas son claves para prevenir la aparicién de infecciones mamarias causadas tanto
por Mycoplasma spp. como por S. aureus. Otras medidas importantes para el control de la
AC incluyen: i) la investigacién sistematica de las lesiones mamarias; ii) evitar el contacto
con otros rebanos, ya sea por el uso de pastos compartidos o durante la trashumancia; iii)
tomar precaucién extrema en la reposicién de animales, ya que es uno de los puntos
criticos para la entrada de los patdégenos a los rebafios; iv) poner en aislamiento a los
animales que induzcan la mas minima sospecha de padecer la enfermedad hasta la
confirmacion del laboratorio, en cuyo caso se recomienda el sacrificio y la desinfeccion de
las zonas que han sido ocupadas por el animal; v) y sequir las recomendaciones de la OIE

para la importaciéon de animales desde zonas endémicas.

Por otro lado, la inmunizacién de los rebafos mediante el uso de vacunas contra la
AC es un tema controvertido (Bergonier y cols., 1997), y debe de ser valorado en cada caso
por el veterinario responsable de la explotacién. Mientras que en algunos estudios se ha
descrito su eficacia (Lépez C, 1952; Greco y cols., 2002), en otros casos se ha observado que
no impiden la infeccién, sino que solamente reducen la gravedad de los signos clinicos de
la enfermedad, o como mucho limitan la difusién del patégeno (Erdag, 1989; Ledn-Vizcaino
y cols., 1995; Tola y cols., 1999; DVM Fernando Martinez, comunicacién personal). Ademas,
hay que tener en cuenta que su administracién impide el uso posterior de los métodos
seroldgicos para llevar a cabo la monitorizacion del rebafio, por lo que es aconsejable dejar

a un pequeno grupo de individuos sin vacunar con el fin de utilizarlos para dicho menester.

Ademas de la disminucion de la produccion lactea, y las pérdidas econdmicas
asociadas para el sector ganadero, la coexistencia de ambas especies bacterianas en las
explotaciones puede tener implicaciones importantes en el diagnéstico de los animales
infectados y, consecuentemente, en el tratamiento aplicado a los mismos. El diagndstico
erroneo de los animales puede llevar a la administracién incorrecta de antimicrobianos,
con la consiguiente persistencia de la enfermedad, y con el aumento de la resistencia a los

antibidticos, que a su vez, a dia de hoy constituye una de las mayores preocupaciones para

155



la Salud Publica, siendo uno de los tres puntos prioritarios de actuaciéon dentro de la

estrategia One Health.

La aplicacidn de la estrategia One Health al estudio de la transmision zoonésica de
patdgenos con resistencia a antimicrobianos es esencial, ya que se trata de un problema
extremadamente complejo que involucra a muchas disciplinas y profesionales, como
ganaderos, veterinarios, expertos de la industria alimentaria y en la inocuidad de los
alimentos, médicos, y un largo etcétera, y la implantacion de estrategias de control
eficientes implica a todas las partes, desde la granja al hospital, de forma similar a que la
inocuidad alimentaria lo hace desde la granja a la mesa. Los antimicrobianos han sido
utilizados, y lo seguiran siendo, en el tratamiento y prevencién de las infecciones, tanto en
Salud Publica como en ganaderia o produccién vegetal. Su uso en los animales de
consumo, junto con la automatizaciéon de procesos en los sistemas productivos, y la mejora
en el manejo y la alimentacién de los animales, ha posibilitado el crecimiento de la
ganaderia intensiva desde los afios 60, permitiendo una mayor densidad de animales y
mayor produccion, pero a costa de importantes repercusiones en la Salud Publica. En la
actualidad, se estima que el consumo de antibidticos a nivel mundial es el doble en
animales que en humanos (Aarestrup, 2012). En los Estados Unidos, de las 17.200 toneladas
de antibidticos que se utilizan anualmente, el 79% son usados en el ganado, y tan solo el
19% en Salud Publica (Nicogosian, 2015). Aunque estos datos puedan resultar
sorprendentes, hay que tener en cuenta que el nimero de animales productores de
alimentos y su tasa de reposicién son muy superiores a las del hombre, asi como las
diferencias fisiolégicas entre humanos y animales, por lo que hay que tomar con cautela y
perspectiva cualquier intento de comparacién directa en el uso de antibidticos en medicina
humana y animal (FDA, 2015). Ademas, no todos los antibidticos utilizados en los animales
de produccién tienen relevancia para la medicina humana, aunque si una parte importante
de ellos. De las 27 clases de antimicrobianos que se utilizan en los animales, nueve son de
uso exclusivo, y las demds de uso compartido (Page y Gautier, 2012). En el caso de los
Estados Unidos, la venta y distribucion de antimicrobianos para uso terapéutico y sin
importancia medica en el ano 2012 representé el 39% de las ventas domésticas de todos
los antibidticos aprobados para su uso en los animales de produccién, siendo el 80%
ionoforos. Sin embargo, hay que tomar estos valores con cautela, ya que se desconocen
por acuerdos de confidencialidad los datos de los antibiéticos de uso exclusivo como
promotores de crecimiento, o compartido con el uso terapéutico, y que representan el

69% del total (FDA, 2015). Aun asi, los valores mostrados resultan esclarecedores de la
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importancia que tiene la regulacién de su uso en todos los ambitos.

En los paises industrializados el uso de antimicrobianos estd sometido a
restriccidn, diagnéstico previo y probada eficacia (antibiograma). El uso mds controvertido,
prohibido en la UE desde enero del 2006, es como promotores del crecimiento en los
animales de consumo en dosis subterapéuticas (EU, 2003. Regulation No. 1831/2003). En
otros paises pertenecientes a la OCDE su uso aun estd permitido, aunque bajo
requerimientos de prescripciéon que varian dependiendo del pais (OCDE, 2015. Tabla 1). Por
ejemplo, en los Estados Unidos, la FDA ha publicado recientemente unas directrices de
caracter voluntario para la retirada de la industria del uso de los antibiéticos de importancia
en medicina humana como promotores del crecimiento, y su utilizacién se da bajo la
supervisién de veterinarios con licencia (US Food and Drug Administration, 2013). Sin
embargo, la situacion en los paises en vias de desarrollo es otra muy distinta. Los
antibidticos como promotores del crecimiento no estadn prohibidos en la mayoria de los
paises que no pertenecen a la OCDE, entre los que ademas se encuentran los mayores
productores mundiales de carne, como Argentina, Brasil, China, Filipinas, India, Indonesia,
Rusia y Sudafrica. En estos paises, el uso de antimicrobianos es indiscriminado, no esta
regulado y no se registra, lo que impide conocer con exactitud cuales, cuantos y para qué
se utilizan, asi como su potencial impacto en la Salud Publica. Ademas, el aumento sin
precedente en la demanda de proteinas de origen animal desde los paises en vias de
desarrollo (Tilman y cols., 2011), va a agravar el problema a medio y largo plazo, ya que
estos paises son los que mayoritariamente van a soportar su produccion. Varios estudios
publicados recientemente han estimado que el aumento en la demanda de proteinas de
origen animal, supondra a su vez un incremento del 67% en el uso de antimicrobianos en
los animales de produccién a nivel mundial, desde las 63.150 toneladas en el 2010, hasta
las 105.600 en el ano 2030, con puntos calientes como India, donde en las areas de
produccién avicola intensiva se esperan incrementos del 312% (OCDE, 2015; Van Boeckel y

cols., 2015).

Esta enorme presién selectiva esta llevando a la emergencia de microorganismos
con resistencias a antibidticos, lo que constituye un problema muy grave de Salud Publica
ya que comprometen el tratamiento de las enfermedades a medio y largo plazo. Asi, del
total de mas de 7 millones de muertes anuales que causan las enfermedades infecciosas y
parasitarias en el mundo (alrededor del 12% del total), 700.000 fueron debidas a bacterias

resistentes a antibidticos en el afo 2014, y se estima que esta cifra puede aumentar hasta
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los 10 millones de muertes anuales en el afio 2050, con unos costes de 100 billones $ (el PIB
de Espafia en el 2014 fue de 1,05 billones de €), en el caso de no tomar medidas contra la
emergencia y dispersién de estos microorganismos (O'Neill, 2014). En consecuencia, en
esta Tesis Doctoral se ha estudiado la presencia de S. aureus, y en especial de SARM, tanto
en el ambito animal, en las explotaciones de ganado ovino de Castilla y Leén, como en el
clinico, en el CAULE (Ariza-Miguel y cols., 2014a, 2014b). Ademas, a pesar de que la EFSA
considera que el riesgo de contraer infecciones por SARM a través de los alimentos de
origen animal es bajo, varios estudios han demostrado formalmente la existencia de
infecciones de transmision alimentaria (Kluytmans y cols., 1995; Jones y cols., 2002) y, por
tanto, los alimentos no deberian de ser descartados como ruta de transmision de
microorganismos con resistencias a antibidticos. Por otro lado, hoy en dia la cadena de
suministro de alimentos es global, lo que facilita la diseminaciéon de estos patégenos a
través del transporte y comercio internacionales. En consecuencia, en este trabajo doctoral
también se han llevado a cabo dos estudios con el fin de evaluar el papel del transporte y
comercio internacionales, y mas en concreto de la venta e importacion ilegal de alimentos
de origen animal a la UE desde paises extracomunitarios, en la diseminacién de SARM

(Rodriguez-Lazaro y cols., 2014a; Oniciuc y cols., 2014).

En los estudios llevados a cabo en muestras de Castilla y Ledn, se detectd la
presencia de SARM tanto en el entorno clinico como en las explotaciones de ganado ovino.
De las 229 explotaciones muestreadas, tres resultaron positivas a la presencia de SARM con
el gen mecA (1,3%, dos explotaciones localizadas en Palencia y una en Valladolid), y en una
se detecto el gen homdlogo mecC (0,4%, Zamora) (nueve y un aislados, respectivamente,
del total de 601 S. aureus analizados) (Ariza-Miguel y cols., 2014a). Esta ha sido la primera
vez que se detecta la presencia de un aislado mecC-SARM en ganado en Espafa, el cual
mostré el genotipo asociado al ganado ST130-SARM-XI que, junto con el ST425, son los
mas prevalentes en Europa (Paterson y cols., 2014a). A pesar de que la existencia de este
linaje ha sido descrita recientemente (Garcia-Alvarez y cols., 2011; Shore y cols., 2011), el
patégeno ya ha sido detectado al menos en 14 paises europeos (Alemania, Austria, Bélgica,
Dinamarca, Eslovenia, Espafa, Finlandia, Francia, Holanda, Noruega, Irlanda, Reino Unido,
Suecia, y Suiza), y 15 especies animales, incluyendo de produccién, salvajes y de compania
(Paterson y cols., 2014a; Dermota y cols., 2015; Gdmez y cols., 2015). En nuestro pais, en los
dos Ultimos afos se ha descrito su presencia tanto en el dmbito hospitalario, como en
animales salvajes y en el medio ambiente (Garcia-Garrote y cols., 2014; Gémez y cols., 2014,

2015; Porrero y cols., 2014; Benito y cols., 2015). Sin embargo, a pesar de que mecC-SARM se
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encuentra ampliamente distribuido por toda Europa, hasta el momento ha presentado una
prevalencia baja, tanto en los estudios que se han llevado a cabo en ganado (Paterson y
cols., 2014b), como en los hospitales (Garcia-Garrote y cols., 2014; Paterson y cols., 2014a).
Ademas, la caracterizacién molecular de estos aislados ha demostrado que poseen una
diversidad genética escasa, con la mayoria de ellos perteneciendo al CC130
independientemente de su origen geografico, o del hospedador del que fueron aislados
(Paterson y cols., 2014a). Estos resultados son muy interesantes, ya que a pesar de que este
linaje no ha sido descrito hasta el 2011, los estudios han demostrado que ha estado
circulando libremente por Europa durante al menos los Gltimos 35 afos, por lo que seria
esperable que mostrara una mayor prevalencia y diversidad genética (Garcia-Alvarez y
cols, 2011). En cuanto a los aislados mecA-SARM, mostraron el genotipo asociado al
ganado ST398, el cual se detectd inicialmente en explotaciones de porcino y en las
personas expuestas profesionalmente a la cria de cerdos de varios paises europeos (Voss y
cols., 2005), y posteriormente en otros animales de produccién (Witte y cols., 2007;
Vanderhaeghen y cols., 2010; Couto y cols., 2012). Dos de los aislados mostraron SCCmec
de tipo V y el restante de tipo IVa. Como era de esperar, en ninguno de los aislados, mecA- o
mecC-SARM, se detecté la presencia de los genes que codifican para la citotoxina PVL, ya
que por el momento esta se encuentra restringida a los linajes comunitarios (Vandenesch y

cols., 2003).

La baja prevalencia con la que se encontraron ambos clones, ST130 y ST398, en las
explotaciones de ganado ovino de Castilla y Ledn, estéd en consonancia con los estudios
previos realizados a nivel internacional (Paterson y cols., 2014a, 2014b; Pantosti y cols.,
2012), con la Unica excepcion de un estudio reciente en el que se ha detectado la presencia
de mecC-SARM en el 69% de los S. aureus aislados en una explotacién de ciervo rojo (Cervus
elaphus hispanicus) del sur de Espana (Gémez y cols., 2015). Sin embargo, y a pesar de su
aparente rareza, ambos linajes tienen una gran relevancia para la Salud Publica, ya que por
un lado, se ha demostrado su potencial zoonésico (Verkade y cols., 2012; Camoez y cols.,
2013; Harrison y cols., 2013; Garcia-Garrote y cols., 2014; Benito y cols., 2015), y por otro, en
los ultimos afos se ha detectado su emergencia en el ambito hospitalario (Paterson y cols.,
2014a; Larsen y cols., 2015). Ademas, en el caso de mecC-SARM, los métodos de rutina
utilizados en los hospitales para el diagnostico de SARM fallan en su identificacién, dado
que estan basados en la deteccién del gen mecA o de su proteina codificada pbp2a, y estas
presentan una homologia baja con mecC y su proteina. Este hecho tiene repercusiones

muy importantes, ya que compromete el diagnostico correcto (falsos negativos) y, por
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tanto, el tratamiento adecuado del paciente y ademds sesga los resultados de prevalencia
de SARM observados por los hospitales. Por su parte, los aislados pertenecientes al ST398,
siempre se habian encontrado asociados a animales, en alimentos de origen animal, o en
las personas expuestas a ellos por su actividad profesional, pero a dia 17 de septiembre de
2015, se ha publicado un estudio realizado en Dinamarca, en el que se describe que las
cepas pertenecientes a este linaje son, cada vez con mas frecuencia, causa de enfermedad
en personas que no tienen contacto con el ganado. Ademas, en este mismo estudio
informan de un aumento del 66% en su prevalencia anual desde el afno 2004 hasta el 2011
(Larsen y cols., 2015). En conjunto, todos estos datos ponen de manifiesto la gran
importancia que estan adquiriendo estos dos linajes asociados al ganado en la Salud
Publica, y la necesidad de establecer programas de prevencién y control para evitar su

diseminacion.

En cuanto al entorno clinico, aunque se detecté la presencia de los linajes
asociados al ganado CC130 y ST398 en las explotaciones de ovino de Castilla y Ledn, no los
encontramos entre los aislados de SARM procedentes del CAULE. Este hecho, junto con los
resultados obtenidos en otros estudios llevados a cabo a nivel nacional, sugieren que su
presencia en el ambito hospitalario en nuestro pais es, por el momento, infrecuente. La tasa
de recuperacion de SARM en el CAULE en los afios 2007 y 2008 fue del 38,7% de todos los S.
aureus detectados. Los aislados pertenecientes al CC5-SARM-IV fueron los observados con
mayor frecuencia: ST5-SARM-IV (33,8%), ST125-SARM-IV (23,5%), ST8-SARM-IV (23,5%) y
ST125-SARM-IV/VI (14,7%). El genotipo ST228-SARM-I y dos nuevos ST fueron observados
en un aislado (1.5%) (Ariza-Miguel y cols., 2014b). Estos resultados concuerdan con los
obtenidos en otros estudios nacionales, los cuales detectaron una tasa de recuperacién del
30%, y el reemplazamiento, tras el ano 1995, del clon hospitalario clasico con multi-
resistencia ST228-SARM-I, el cual habia sido el prevalente en los hospitales espafioles, por
los clones sin multi-resistencias ST5-SARM-IV y ST125-SARM-IV (Vindel y cols., 2006, 2009;
Pérez-Vazquez y cols., 2009). Estos resultados apuntan a la existencia de una poblacién
endémica clonal en el entorno hospitalario espanol. Resulta sorprendente que, a pesar del
éxito evolutivo del clon ST125 en Espana durante los Ultimos 10 afos, éste aparentemente
no se haya diseminado a otros paises Europeos. De hecho, solo siete de los 5.769 aislados
de S. aureus de la base de datos de MLST, pertenecen a este genotipo, y ademds cuatro de
ellos son de Tenerife. Los otros tres fueron detectados en Finlandia, Francia y Noruega
(saureus.mlst.net). Una cepa representativa de este genotipo ha sido secuenciada por

Barrado y cols. (2013), y los estudios futuros nos aportardn nuevos puntos de vista sobre las
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caracteristicas genéticas que han permitido el éxito de este clon en nuestro sistema

sanitario.

Como era de esperar, se encontraron mas resistencias a antibioticos entre los
aislados de los pacientes del CAULE, que en los de las explotaciones de ganado ovino de
nuestra Comunidad Auténoma, lo que es coherente con la mayor presion selectiva a la que
se ven sometidos en el entorno hospitalario. Entre los aislados de las explotaciones de
ovino, el mecC-SARM se mostré sensible a los 22 antimicrobianos no B-lactdmicos
probados. Se ha descrito que, hasta el momento, los aislados pertenecientes a este linaje
no han adquirido resistencias a otros antibidticos (Paterson y cols., 20142, 2014b), con la
excepcion de algunos casos aislados en los que se ha detectado resistencia a ciprofloxacina
(Cuny y cols., 2011). Este hecho esta en consonancia con la baja prevalencia en el entorno
clinico, lo que hace que no haya sido sometido de forma intensiva a la presién selectiva de
los antibidticos. Por su parte, los aislados ST398 fueron resistentes a tetraciclina, ademas de
a los B-lactdmicos, lo que concuerda con un reciente estudio llevado a cabo en el Hospital
Universitari de Bellvitge, en el que se describe una correlacién entre la emergencia de este
linaje y el aumento a la resistencia a tetraciclina (Camoez y cols., 2013). En cuanto a los
aislados de SARM del CAULE entre los afos 2007-2008, todos fueron resistentes a
amoxicilina/acido clavulanico y a ciprofloxacina, ademas de a los B-lactémicos. El 42,6%
fueron resistentes a eritromicina, el 21% a clindamincina, el 15,9% a gentamicina, el 4,4% a
rifampicina y el 1,5% a tetraciclina y cotrimoxazol. Resulta de particular interés, que el
porcentaje de cepas resistentes a gentamicina aumenté desde el 5,7% en el 2007, hasta el
28,6% en el 2008. Todos ellos fueron sensibles a los antibidticos de la familia de los
glucopéptidos que se probaron, en concreto a vancomicina y teicoplanina, lo que es un
buen dato debido a la reciente emergencia de este tipo de resistencias (Sakoulas y
Moellering, 2008), que suponen un gran problema de Salud Publica al tratarse de la Ultima
linea de defensa en el tratamiento de infecciones causadas por microorganismos multi-

resistentes.

En los estudios llevados a cabo en esta Tesis Doctoral, también se analizd la
presencia de S. aureus (SASM y SARM) en 195 muestras de alimentos decomisados a
pasajeros procedentes de 21 paises extracomunitarios en vuelos internacionales del
Aeropuerto Internacional de Bilbao, asi como 200 muestras de alimentos que se vendian
ilegalmente en un mercado gris situado en el sureste de Romania, en la frontera con la

Republica de Moldavia. El término mercado gris ha sido utilizado para referirse a un
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mercado de alimentos donde estd permitida la venta de frutas y vegetales, pero no asi de
productos de origen animal, a pesar de lo cual se comercia con ellos. En el primer caso, 66
muestras resultaron positivas a S. aureus (33,9%), de las que seis fueron confirmadas como
SARM (9,1%) (Rodriguez-Lazaro y cols., 2014a). De las muestras analizadas procedentes del
mercado gris, se obtuvieron 32 aislados de S. aureus en 16 muestras de alimentos (8%), de
las cuales solo uno fue confirmado como SARM (0,5%) (Oniciuc y cols., 2014). Los seis
aislados de SARM identificados en las muestras del Aeropuerto de Bilbao, fueron obtenidos
de vuelos procedentes de Bolivia. Cinco de ellos pertenecieron al linaje asociado a la
comunidad ST8-SARM-IV y fueron positivos a la presencia de la citotoxina PVL, y el restante
mostro el genotipo ST1649-SARM-IV y resulté negativo a la presencia de esta citotoxina. En
el otro estudio, el aislado SARM perteneci6 al linaje asociado al ganado ST398-SARM-V, y
fue negativo a la presencia de la citotoxina. La deteccion de estos determinados genotipos
en muestras alimentarias de esos origenes geograficos, estd en concordancia con los
resultados previamente publicados. Mientras que en la mayoria de los estudios llevados a
cabo en alimentos de procedencia europea se ha detectado la presencia del clon asociado
al ganado ST398 (De Boer y cols., 2009; Lozano y cols., 2009), parece que su presencia no es
comun en los alimentos de origen animal producidos en América y, en lugar de ello, es
frecuente la deteccién de clones comunitarios, como el ST8 (Bhargava y cols., 2011). Este
hecho indica que en Europa, la presencia de SARM en los alimentos viene
mayoritariamente dada por transferencia desde los animales de origen, mientras que en
América se da por contaminacion durante la manipulacidon de los alimentos. Estos
resultados demuestran que los alimentos de origen animal juegan un papel importante en
la diseminacién de linajes evolutivamente adaptados, tanto a las poblaciones de animales
domésticos productores de alimentos, como a los humanos, y confirman que la
importacién y venta ilegal de los mismos constituye una ruta para la diseminacién de SARM

que hasta el momento no ha sido tenida suficientemente en consideracion.

Resumiendo la situacién de SARM en Espaia, los clones ST5 y ST125 (CC5-SARM-
IV) son los prevalentes en el entorno hospitalario de nuestro pais y, a pesar de que en
nuestros estudios se detectd la presencia de los linajes asociados al ganado mecC-SARM y
ST398 en las explotaciones de ganado ovino de Castilla y Ledn (Ariza-Miguel y cols., 2014a),
asi como la introduccién en Espafa de aislados comunitarios ST8-SARM-IV a través de la
importacién ilegal de alimentos en vuelos extracomunitarios (Rodriguez-Lézaro y cols.,
2014a), ninguno de estos linajes fueron encontrados en el CAULE (Ariza-Miguel y cols.,

2014b). Estos resultados, junto con los obtenidos en estudios llevados a cabo previamente
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en el entorno hospitalario espaiol, sugieren que a pesar de la emergencia mundial de estos

linajes su presencia es infrecuente en el entorno clinico espanol, al menos por el momento.

Como se ha descrito en esta memoria sobre los estudios llevados a cabo en SARM,
tanto los alimentos de origen animal, como el transporte y comercio internacionales
juegan un papel importante en la diseminacién de los patégenos. Actualmente, la cadena
de suministro de alimentos es global y consumimos de forma rutinaria productos de
muchas procedencias, desde el nivel local al internacional, incluso de origenes exéticos, lo
que facilita en gran medida la distribucién de los patégenos de transmision alimentaria por
todo el planeta. Este hecho implica que la globalizacién también tiene un impacto
importante en la inocuidad alimentaria, que constituye otro de los grandes problemas
globales que necesitan de la aplicacién de la estrategia One Health para su resolucion y

prevencion.

El concepto de inocuidad alimentaria estd a su vez interrelacionado con la
seguridad alimentaria, hasta el punto de poder considerar que esta es la primera acepcién
del término en el caso de los paises industrializados, e implica que ademas de existir una
disponibilidad de alimentos suficiente, estos tienen que ser seguros en términos de salud.
En este sentido, desde la aprobacion en el afo 2000 del Libro Blanco de Seguridad
Alimentaria en la UE, se han venido dictando una serie de directivas y R.D. organizados bajo
la denominacién de Paquete de Higiene, que configuran una compilacién normativa del
maximo nivel, cuyo propésito principal es precisamente, garantizar la inocuidad de los
alimentos a lo largo de toda la cadena. Al igual que el resto de problematicas globales que
se estudian en el marco de la estrategia One Health, la inocuidad de los alimentos esta
afectada por multiples factores de diversa naturaleza, como la presencia de estos
patdgenos en los animales de produccidn, su diseminacién mediante el transporte y
comercio internacionales, y la salud del medio ambiente, por tanto, las estrategias de
prevencién y control deben de abarcar a todos los agentes implicados, desde la granja a la

mesa.

Las enfermedades de transmisién alimentaria representan un gran problema tanto
de Salud Publica, como econdémico. Se estima que anualmente, hasta el 30% de la
poblacién que vive en los paises industrializados sufre algun tipo de enfermedad de
transmisién alimentaria (Velusamy y cols,, 2010). Solo en los Estados Unidos, los 31
principales patdgenos alimentarios fueron responsables de 9,4 millones de infecciones,
55.961 hospitalizaciones y 1.351 muertes (Scallan y cols., 2011), con unos costes estimados
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de entre 14.000 y 152.000 millones $ anuales (Scharff, 2010, 2012; Hoffmann y cols., 2012).
En Europa, el dltimo informe de la EFSA ha informado de 5.196 brotes alimentarios en 2013,

afectando a mas de 314.000 individuos.

De todas las enfermedades zoonésicas investigadas por la UE, la listeriosis fue
responsable de los casos més graves, con una tasas de hospitalizacién y mortalidad del
99,1% vy 15,6%, respectivamente. Ademas, se observé por quinto afio consecutivo una
tendencia en el aumento de los casos en la UE-28, con un incremento del 9,4% en el 2013
con respecto al afo anterior (EFSA, 2015). Sin embargo, es importante sefialar que L.
monocytogenes es poco virulento, ya que actia como patdgeno oportunista, produciendo
enfermedad en individuos previamente inmunocomprometidos. En Espaia, la listeriosis no
ha sido incluida en la lista de enfermedades de declaracién obligatoria hasta el afno 2015
(BOE, num. 65, 17 de marzo de 2015, pags. 24012-24015) por lo que existe poca
informacion epidemioldgica disponible sobre los linajes de L. monocytogenes que estan
circulando en nuestro pais. Ademas, en los ultimos afos se ha observado la existencia de
unos pocos clones prevalentes con distribucion mundial (Chenal-Francisque y cols., 2011),
lo que sugiere que el transporte y comercio internacional de alimentos podria estar
jugando un papel importante en su diseminacién. Consecuentemente, en este trabajo de
Tesis Doctoral se ha investigado la presencia de este patégeno en Espafia, tanto en el
ambiente clinico (CAULE), como en alimentos de origen animal decomisados a pasajeros
de vuelos procedentes de paises extracomunitarios (Aeropuerto Internacional de Bilbao),
con el objetivo de conocer las caracteristicas fenotipicas y genotipicas de los aislados que
estan circulando en el entorno clinico en Castilla y Ledn, y de los que estan siendo
introducidos en nuestro pais a través de una ruta potencial de diseminacidon que no habia

sido estudiada hasta ese momento.

Se detectd la presencia de L. monocytogenes en 20 de las 200 muestras de
alimentos decomisados en el Aeropuerto de Bilbao (10%). Entre ellas, la prevalencia fue del
12,9%, 9,5% y 6,8%, en productos carnicos, avicolas y queso, respectivamente, valores que
estan significativamente por encima de los recogidos por la EFSA en los paises miembro de
la UE-28. De acuerdo con su ultimo informe, se detecté por encima de los limites legales
(>100 ufc/g) en productos listos para el consumo en el punto de venta final, con una
prevalencia de 0,5%, 0,3% y 0,2% en las muestras individuales de productos pesqueros,

quesos blandos y semi-blandos y carnicos, respectivamente (EFSA, 2015).
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Nuestros estudios revelaron una diversidad genética elevada en los aislados de L.
monocytogenes, obtenidos tanto de las muestras hospitalarias, como de las de alimentos.
Los aislados clinicos del CAULE mostraron los genotipos ST1 (23,5%), ST16 (17,6%) y ST3
(11,8%). También se observd un aislado (5,9%) de los genotipos ST2, ST4, ST7, ST8, ST9,
ST87, ST389 y ST399 (Ariza-Miguel y cols., 2015). Por otro lado, los aislados recuperados de
las muestras de alimentos confiscadas en el Aeropuerto Internacional de Bilbao, mostraron
los genotipos ST2 (40%), ST9 (15%), ST8 (10%) y ST87(10%). EI ST37, ST155, ST199, ST308 y
ST378 se detectaron en un solo aislado (5%) (Rodriguez-Lazaro y cols., 2014b). Esta es la
segunda vez que se detectan aislados del genotipo ST87 relacionados con enfermedad en
Espana. Pérez-Trallero y cols. (2014) han descrito recientemente la existencia de dos brotes
de listeriosis en humanos causados por cepas pertenecientes a este genotipo en
Guipuzcoa, por lo que nuestro estudio demuestra que el ST87 habia estado circulando con
anterioridad en el entorno clinico espafiol. En consecuencia, seria recomendable
monitorizar la diseminacion de los aislados pertenecientes a este genotipo con el fin de

detectar rapidamente su emergencia potencial en los hospitales de nuestro pais.

Otro resultado destacable, es que varios aislados provenientes de origenes
geograficos muy distantes mostraron el mismo genotipo. De esta manera, se detectaron
aislados pertenecientes al ST2 en muestras de alimentos de Argentina, Ecuador, Georgia,
Perd y Ucrania; del ST87 en muestras de Colombia y Venezuela; y del ST9 en muestras de
Bolivia, China y Turquia. Ademas, los aislados de los genotipos ST2 y ST87 (linaje 1), y ST8 y
ST9 (linaje II), fueron observados tanto en los pacientes del CAULE, en un area geogréfica
muy restringida del noroeste de Espafia, como en las muestras de alimentos de Argentina,
Bolivia, China, Colombia, Ecuador, Georgia, Perd, Turquia, Ucrania y Venezuela (Rodriguez-
Lazaro y cols., 2014b; Ariza-Miguel y cols., 2015). Estos datos concuerdan con lo descrito en
la bibliografia, que indica la existencia de unos pocos clones prevalentes con distribucion
mundial (Chenal-Francisque y cols.,, 2011). Este hecho también se ve avalado por los
resultados de susceptibilidad a los antimicrobianos que obtuvimos para ambos tipos de
muestras, ya que se encontré resistencia a los mismos antibiéticos: clindamicina (100% de
los aislados clinicos y 82,4% de los alimentarios), daptomicina (95% y 17,6% de aislados
clinicos y de alimentos, respectivamente) y ciprofloxacina (5% vs 5,9%). Resulta interesante
gue todos los aislados, tanto clinicos como de alimentos, que mostraron resistencia a
tetraciclina y/o ciprofloxacina pertenecieron al linaje Il (serotipo 1/2a; 3a), y ademas se

observd un aumento en la resistencia a daptomicina y ciprofloxacina en los aislados
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clinicos de los afios 2013 y 2014, datos a tener en cuenta de cara al tratamiento futuro de

los pacientes con listeriosis en el CAULE.

Varios estudios han observado que, mientras que los aislados pertenecientes al
linaje | (en particular los serotipos 1/2b y 4b) son detectados con mayor frecuencia en casos
de listeriosis humana, los del linaje Il (en especial el serotipo 1/2a), normalmente son
recuperados de alimentos, ambientes relacionados con los mismos y estdn asociados a
casos de listeriosis en animales (Orsi y cols., 2011). Por tanto, se ha propuesto la hipdtesis
de que las cepas del linaje | son mas virulentas que las del linaje Il, llevando a una
sobrerrepresentacién del primero entre los casos clinicos humanos. Sin embargo, entre los
aislados de L. monocytogenes estudiados, observamos porcentajes similares de cepas
pertenecientes a ambos linajes, sin tener en cuenta su origen: 55% de aislados del linaje I y
45% del Il en las muestras alimentarias, vs 58,8% y 41,2% en las muestras clinicas. Pero por
otro lado, resulta interesante que los dos casos de listeriosis del CAULE que cursaron con la
muerte del paciente, fueron causados por aislados del linaje | (casos clinicos 4y 9, ST 1y
389, serovar 4b), y ademas, el aislado del caso clinico n° 9, mostro la mayor capacidad de
invasién in vitro de los 17 aislados estudiados (mas de 3 veces superior a la mostrada por la
cepa salvaje P14). Por tanto, las discrepancias observadas podrian deberse a la baja

representatividad del nimero de cepas analizadas provenientes del CAULE.

Los estudios de epidemiologia molecular de todos los aislados de L.
monocytogenes que causaron infecciones invasivas en el CAULE durante el periodo 2006-
2014, revelaron la existencia de un brote de listeriosis que no habia sido detectado hasta el
momento. El brote afectd a tres pacientes, residentes en tres municipios cercanos, y tuvo
lugar en octubre de 2009 (pulsotipo D, casos clinicos 8, 9 y 10). En los ultimos afos se han
realizado varios estudios de epidemiologia molecular de aislados obtenidos en brotes de
listeriosis (Jackson y cols., 2011; Pérez-Trallero y cols, 2014; Okpo y cols, 2015),
demostrando su gran utilidad en la identificacion de su origen, para asi poder atajarlos

cuanto antes y limitar su impacto.

En resumen, demostramos que los mismos clones prevalentes estan circulando en
un hospital regional de una zona muy restringida de Castilla y Ledn, y en alimentos
decomisados de pasajeros provenientes de paises extracomunitarios de origenes muy
diversos, lo que avala la existencia previamente descrita de unos pocos clones prevalentes
con distribucién mundial. Estos resultados, al igual que los observados en los aislados de
SARM obtenidos de alimentos decomisados en este mismo tipo de vuelos comerciales,
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confirman que la importacién ilegal de alimentos de origen animal esta jugando un papel
importante en la prevalencia y diseminacion de los clones epidémicos, por lo que es
necesario el establecimiento de programas de vigilancia que limiten su dispersién, y nos
permitan conocer la evolucidén en su prevalencia y caracteristicas genéticas. De hecho, esta
ruta de diseminacién de patdégenos podria tener un papel mas relevante del que en
principio se podria pensar, dada la magnitud que ha adquirido el transporte internacional
en los ultimos afos, con un equivalente a la mitad de la poblacién mundial viajando en
vuelos comerciales en el 2013 (data.worldbank.org). Ademds, los estudios de
epidemiologia molecular de los aislados del CAULE, revelaron la existencia de un brote de
listeriosis que no habia sido identificado hasta el momento. La implantacion de este tipo de
investigaciones de forma rutinaria permitiria la identificacién de los brotes de listeriosis, y

de su origen, limitando el nimero de individuos afectados.

El dltimo patégeno estudiado en esta Tesis Doctoral, F. tularensis, se engloba en el
marco de la estrategia One Health, dentro de las zoonosis, como riesgo biolégico (Figuras
2, 3, 5). La tularemia constituye el ejemplo perfecto de que la salud del hombre, los
animales y el medio ambiente estan interconectadas, y que para comprender mejor y
responder con rapidez a las enfermedades zoonésicas en la interfaz entre el hombre-
animal-medio ambiente, se requiere de un enfoque holistico, transdisciplinar,
intersectorial, colaborativo y coordinado, que es todo lo que representa y justifica la
estrategia One Health. Los patdgenos que constituyen un riesgo bioldgico, tienen
repercusiones importantes no solo en la Salud Publica, sino también en la economia y el
estado del bienestar de individuos, comunidades y naciones. Los Ultimos datos publicados
por la OMS y The World Bank estiman que las enfermedades infecciosas y parasitarias
fueron responsables del 12,6% y 11,6% de las muertes mundiales en el 2011 y 2012,

respectivamente (mas de 7 millones de muertes anuales) (www.who.int).

F. tularensis, es uno de los seis patdgenos de Clase 1 listados por el Department of
Health and Human Services de los Estados Unidos, por su potencial para causar efectos
adversos en la Salud Publica, y bajas masivas en ataques bioterroristas
(www.gpo.gov/fdsys/pkg/FR-2012-10-05/html/2012-24389.htm). Las caracteristicas de este
patdgeno le hacen idéneo como agente de bioterrorismo: i) su elevada contagiosidad, que
hace que la tularemia pueda ser adquirida a través de dosis infecciosas muy bajas de 10 a
50 bacterias, por inhalacién, contacto directo con animales infectados, o ingestién de agua

o alimentos contaminados (Foley y Nieto.,, 2010); ii) el gran numero de especies
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susceptibles que pueden actuar como hospedadores, reservorios o vectores de la
enfermedad (Hopla y Hopla, 1994; Keim y Wagner, 2009); iii) y su capacidad de persistencia
en el medio ambiente a pesar de no formar estructuras de resistencia (Berrada y Telford,
2009). De hecho, F. tularensis, junto a los agentes etiol6égicos del antrax, la brucelosis y el
botulismo, fueron objeto de interés del Reino Unido ya durante la Segunda Guerra
Mundial, bajo el gobierno de Winston Churchill, durante la cual se investigd su uso como
arma bioldgica (Prasad, 2009). Mas tarde, durante la Guerra Fria (1947-1991), los Estados
Unidos, el Reino Unido y la antigua Unién Soviética, continuaron con las investigaciones. El
uso de las armas bioldgicas y quimicas fue ilegalizado en el Protocolo de Ginebra de 1925,y
después, en la Convencién de Armas Bioldgicas en 1972, donde ademas se prohibid su
desarrollo, produccién y almacenamiento. Desde entonces, los gobiernos han reorientado
sus politicas hacia la investigacidn para el desarrollo de programas de biodefensa, con el fin
de prevenir ataques bioldgicos que podrian producir un ndmero incontable de dafios

colaterales, el panico de la poblacién y socavar gravemente el estado de bienestar.

Como se describe en la introduccién, en Castilla y Ledn este patégeno tiene una
gran relevancia, ya que fue el agente causal de dos brotes de tularemia en humanos que
afectaron a mas de 1.000 personas (De Mateo y cols., 1998; Martin y cols., 2007; Allue y cols.,
2008). En consecuencia, durante el desarrollo de esta Tesis Doctoral llevamos a cabo un
estudio de epidemiologia molecular desde la aproximacién One Health, caracterizando 30
aislados humanos (8 y 22 de los brotes de 1997 y 2007, respectivamente) y 68 aislados
animales (29 y 39 de 1997 y 2007), con el fin de conocer las posibles causas de la
reemergencia de la enfermedad tras 10 afos de silencio epidemiolégico. Las
investigaciones se llevaron a cabo a través de la colaboracion interdisciplinar entre nuestro
instituto, el ITACyL, y la Facultad de Veterinaria de la Universidad de Ledn, el LRSA, el
CAULE y el Hospital de Valladolid.

Los resultados que obtuvimos en la caracterizaciéon bioquimica de los aislados de
F. tularensis de ambos brotes en Castilla y Ledn, concordaron con los publicados
previamente por Del Blanco y cols. (2004) en 42 cepas recuperadas en el primer brote de
1997. De esta manera, todos los aislados mostraron una actividad catalasa débil y oxidasa
negativa, produjeron acido en un medio de cultivo con glucosa como fuente de carbono,
pero no fueron capaces de fermentar glicerol, y finalmente, ninguno de los aislados fue

capaz de hidrolizar urea.
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Como era de esperar, todos los aislados de Francisella spp. de Castilla y Ledn
pertenecieron a la subsp. holarctica, ya que la presencia de la subsp. tularensis en Europa
tan solo se ha descrito en una ocasién (Gurycova, 1998). La caracterizacion genética de los
aislados mostré una diversidad genética muy limitada, independientemente del
hospedador, el origen geografico, o el brote del que fueron recuperados (Ariza-Miguel y
cols., 2014c). Este resultado estd en concordancia con los publicados previamente a nivel
mundial (Johansson y cols., 2004; Farlow y cols., 2005; Vogler y cols., 2009; Gyuranecz y
cols., 2012), incluyendo los observados tras la caracterizacion genética mediante PFGE,
AFLP y secuenciacion del ARN 16s, de 44 aislados provenientes del primer brote en Castilla
y Ledn (Blanco y cols., 2002), por lo que se ha formulado la hipétesis de la existencia de un
cuello de botella reciente, o un evento de expansién de los clones méas adaptados
evolutivamente, que redujo de forma drastica la variabilidad genética de esta poblacion
bacteriana (Johansson y cols., 2004; Vogler y cols.,, 2009). Ademas, todos los aislados
espafioles mostraron la delecién de 16 pb en el marcador FT-M24, y de 1,59 kpb en el loci
RD23, que son marcadores genéticos del subclado B.FTNF002-00, y que fueron descritos
por primera vez en 42 aislados procedentes de los brotes de tularemia en Castillay Leén y
el Sur de Francia, en 1997 y 1999, respectivamente (Dempsey y cols., 2007). Este grupo
genético estd ampliamente distribuido en los paises de Europa central y del oeste,
incluyendo Alemania, Espana, Francia, Italia y Suiza, y por tanto ha sido designado como el
grupo de Europa Occidental (Dempsey y cols., 2007; Pilo y cols., 2009; Svensson y cols.,
2009a; Vogler y cols., 2009, 2011; Chanturia y cols., 2011; Gyuranecz y cols., 2012; Gehringer
y cols., 2013; Miller y cols., 2013). Resulta interesante que en Suiza, hasta el 2012, solo se
habian detectado cepas del grupo B.FTNF002-00, pero a partir de este afo se ha informado
de la emergencia de aislados pertenecientes al grupo filogenético B.13 (Origgi y cols,,
2014), los cuales son predominantemente detectados en los paises de Europa Oriental
incluyendo Eslovaquia, Finlandia, Georgia, Republica Checa, Rusia y Ucrania (Gyuranecz y
cols., 2012). Este descubrimiento tiene relevancia clinica, ya que los aislados pertenecientes
al grupo B.13 son resistentes a eritromicina, en contraste con las cepas del grupo
B.FTNF002-00. Por tanto, seria interesante investigar si las cepas pertenecientes a este
grupo también estan penetrando en nuestro pais, con el fin de alertar a las autoridades
sanitarias sobre la emergencia potencial de aislados de F. tularensis con resistencia a
eritromicina. Ademas, los resultados obtenidos apuntan a que la forma clinica de la
enfermedad viene determinada por los procesos ecoldgicos involucrados en la infeccion

(i.e. ruta de infeccién y dosis infectiva), en lugar de por el genotipo del patégeno, ya que
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pacientes que estaban infectados por el mismo genotipo, mostraron una forma clinica de la

enfermedad diferente.

En cuanto a la metodologia utilizada para realizar la caracterizacion gendémica de
los 98 aislados recuperados en el conjunto de los dos brotes, el MLVA de 16 loci con
diversidad genética alta proporcioné mayor discriminacién que la PFGE con dos enzimas
de restriccion, definiéndose ocho genotipos con la primera técnica y tres pulsotipos con la
segunda. En cualquier caso, y como se describe en el parrafo anterior, la escasa diversidad
genética de F. tularensis, y en especial de la subsp. holarctica, ha sido demostrada en
numerosos estudios internacionales (Johansson y cols., 2004; Vogler y cols., 2009; Farlow y
cols., 2005; Gyuranecz y cols., 2012), y supone un gran obstaculo a la hora de determinar
correlaciones entre genotipo y hospedador. En préximos estudios, la utilizacién de nuevos
sistemas de genotipado con mayor poder de discriminacién, entre los que se incluyen los
polimorfismos de nucleétido Unico candnicos (canSNPs) (Vogler y cols, 2009),
inserciones/deleciones (INDEL) (Svensson y cols., 2009) o la secuenciacién del genoma
completo (WGS) (Birdsell y cols., 2014), quizds ayuden a determinar que genotipos estan
mas frecuentemente asociados a enfermedad en los distintos hospedadores, y por tanto a
definir las principales especies animales que estan involucradas en la transmision de la

enfermedad.

Otro de los resultados mas relevantes de nuestra investigacion, es que se
encontraron los mismos genotipos del patégeno circulando por todos los hospedadores,
humanos y animales, independientemente del brote del que fueron aislados. Este dato
tiene una importancia especial, ya que, como se describia en la introduccién, ambos brotes
se dieron en contextos epidemiolégicos diferentes (De Mateo y cols., 1998; Allue y cols,,
2008), lo que apunta a que tanto las liebres (Lepus spp.), como el topillo campesino
(Microtus arvalis), juegan un papel en la transmisién zoondsica de la enfermedad en Castilla
y Ledn. Por otro lado, este hecho nos impide conocer cudl de las dos especies animales estd
jugando un papel mas importante como fuente de infeccion en la transmisién de la
enfermedad, desconociéndose pese a todo la naturaleza del reservorio fundamental. No
obstante, datos procedentes del Plan de Vigilancia de la fauna silvestre, puesto en préactica
por la Consejeria de Agricultura y Ganaderia de la Junta de Castilla y Ledn, apuntan a una
importancia mayor en términos relativos de las liebres, que a partir de los diagndsticos
efectuados en el LRSA, alcanzaron valores del 22% de positivos a la presencia del patégeno

en el brote de 2007-2008 (sobre mas de 300 muestras), en tanto que el porcentaje de
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topillos positivos se situd por debajo del 2% (sobre un total de 650 muestras), con casos
esporadicos en otras especies (conejos de monte y otros roedores) (Servicio de Sanidad

Animal. DGPAP. Comunicacién personal).

En un estudio publicado recientemente por Luque-Larena y cols. (2015), se
describe una correlacién entre los casos de tularemia en humanos y la abundancia de
topillos en la “Tierra de Campos”, lo que segun los autores, sugiere que este roedor puede
estar actuando como agente de contagio durante los brotes de tularemia en este éarea
geografica. Sin embargo, este estudio sigue una aproximaciéon demasiado simplista. En
primer lugar, se dice que el brote de tularemia en humanos de 1997 también coincidié en
el tiempo con un pico en la poblacién del topillo campesino en la regién, como se
documentd en el brote del 2007. Sin embargo, todos los pacientes mostraron antecedentes
de haber manipulado liebres procedentes de la caza, y mas del 70% de los mismos
mostraron las formas clinicas ulceroglandular y glandular, que son compatibles con la
adquisicién mediante el contacto directo con los animales infectados (Boletin
Epidemiolégico Semanal, 1997; De Mateo y cols., 1998). Si una gran poblacién de topillos
hubiera actuado en la amplificacion del brote, seria esperable que el nimero de casos que
mostraran las formas clinicas neumonica y tifoidea hubiese sido mayor, sin embargo, solo
el 6,6% de los pacientes las mostraron, lo que parece indicar que en el brote de tularemia
de 1997 los topillos no jugaron un papel relevante. En segundo lugar, la metodologia
utilizada para llevar a cabo las correlaciones introduce un sesgo importante en la
investigacion, ya que los datos de abundancia de topillos en Segovia durante el periodo
1997-2007 (Fargallo y cols., 2009), fueron comparados a los casos de tularemia en humanos
en toda la “Tierra de Campos”, alegando que estos datos “estan en sincronia” con los brotes
en la poblacién de topillos de Castilla y Ledn (Luque-Larena y cols., 2013), cuando Segovia
ni siquiera pertenece a comarca natural de Tierra de Campos, que se extiende por las
provincias de Palencia, Valladolid, Zamora y Ledn. Ademas, de los mas de 1.000 casos
confirmados de tularemia en humanos en el conjunto de los dos brotes, ninguno tuvo
lugar en la provincia de Segovia (Boletin Epidemiolégico Semanal, 1997; Rodriguez-Ferri,
2007). Por ultimo, solo se correlaciona la abundancia de uno de los muchos hospedadores,
reservorios y vectores potenciales, el topillo, con los casos de tularemia en humanos, sin
tener en cuenta los otros muchos factores, bidticos y abidticos, involucrados. Con todo lo
expuesto hasta el momento en esta memoria sobre la necesidad de abordar los problemas
desde una aproximacién holistica, creemos que las conclusiones de este estudio son

prematuras, y que se necesitan mas investigaciones que evallen de forma conjunta todos
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los potenciales hospedadores, reservorios y vectores animales y ambientales del patégeno,
con el fin de identificar de forma mas precisa los focos endémicos de la enfermedad en

Castillay Leon.

En otro estudio previo llevado a cabo por Vidal y cols. (2009), se evalué la posible
interaccién entre el uso de rodenticidas y la sensibilidad del topillo campesino (Microtus
arvalis) a padecer infeccion mediante F. tularensis, durante el brote de tularemia de 2007 en
Castilla y Ledn. En los muestreos se recogieron un total de 21 topillos vivos y 31 muertos de
seis localizaciones, cinco en la provincia de Palencia y una en Segovia: Baquerin,
Castromocho y Lomas como zonas tratadas con el rodenticida (clorofacinona), y Boada, San
Pedro Gaillos y Tamara como zonas control sin tratar. En el mismo, se concluye que la
muerte de los topillos en las areas que fueron tratadas con clorofacinona fue causada tanto
por el rodenticida en cuestion, como por la infeccién con F. tularensis, ya que el 93% de los
topillos encontrados muertos estas zonas presentaban, o bien residuos del rodenticida en
el higado, y/o fueron positivos mediante PCR a la presencia del patégeno. También se
concluye que el uso de rodenticidas en el brote del 2007, aumenté el ndmero de topillos
muertos en los campos durante el periodo de cosecha, “muchos de los cuales estaban
infectados con F. tularensis”. Ademas, informan de una “prevalencia” del 66,7% en los
topillos muertos de las zonas tratadas, datos que contrastan ampliamente con los
obtenidos a nivel oficial en el Plan de Vigilancia de la fauna silvestre, ya mencionados
anteriormente. Como se discute con mas detalle a continuacién, estas conclusiones se

basan en premisas que no poseen el suficiente aval cientifico.

De nuevo, este estudio toma conclusiones prematuras, basadas en un disefio
experimental muy limitado, e introduciendo sesgos importantes debido a la metodologia
empleada. En primer lugar, el estudio se limita a tres muestreos puntuales, uno antes y dos
después del tratamiento con el rodenticida, en un marco temporal muy estrecho, entre el
19 de febrero y el 4 de marzo del 2007. Ademas, el muestreo no se realizé siguiendo un
procedimiento aleatorio, sino que las zonas a muestrear fueron seleccionadas a
conveniencia, limitdndose a seis localizaciones, cinco en la provincia de Palencia y una en
Segovia, por lo que los resultados obtenidos en las dreas muestreadas no deben ser
extrapolados a toda la zona tratada con el rodenticida, y mucho menos a la totalidad de
Castilla y Ledn (Salman, 2003, capitulo 4). Por otro lado, el tamaino de la muestra necesario
para obtener valores de prevalencia representativos tampoco fue calculado

adecuadamente, seleccionandose de forma ciega, que no aleatoria, 21 topillos vivos de
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entre todos los capturados para hacer la estimacién de la densidad de la poblacién, y 31
gue fueron encontrados muertos durante la realizacion de los trabajos de campo, tanto de
las zonas tratadas con rodenticida como de las no tratadas (28 de zonas tratadas y 3 de
zonas no tratadas). Aplicando un muestreo aleatorio adecuado, con una prevalencia
estimada desconocida, fijada en el 50% con el fin de asegurar la maxima representatividad
del muestreo (Naing y cols., 2006, Figura 1), un nivel de confianza del 95%, y una precisién
del 3%, el nimero de topillos necesario para este tipo de estudio seria de 1.067 individuos,
muestreados aleatoriamente del conjunto de la zona afectada por el brote (Salman, 2003;
Naing y cols., 2006). Por tanto, tanto el &rea de estudio, como el nimero de individuos
estudiados son a todas luces insuficientes para que las conclusiones obtenidas puedan ser
inferidas a toda la poblacion de topillos de las areas tratadas con el rodenticida, y mucho

menos a toda la Comunidad Auténoma de Castilla y Ledn.

Por otro lado, la estimacién de la densidad de topillos fue calculada en base a los
resultados obtenidos en cuatro puntos de muestreo, todos ellos pertenecientes al
municipio de Castromocho, y en un solo tipo de cultivo, la alfalfa, cuando tan solo
representaba en el 2008 el 2,2% del total de superficie de cultivo de la regidn afectada por
el brote, y el 14,2% con respecto a los cultivos de regadio, el habitat preferido por el roedor
(Boletin de Informacién Agraria de Castilla y Ledn, 2008; JCYL, superficies de cultivos por
provincias, comarcas y municipios 2008). Los campos de alfalfa son uno de los habitats
preferidos por estos roedores, por lo que los valores obtenidos estdn con toda seguridad
sobreestimados, y desde luego no son representativos de la situacion global en Castilla y
Ledn durante el brote del afo 2007. A este hecho hay que sumar que el método de captura
mediante trampas no representa al total de la poblacién, ya que implica que los individuos
tuvieron que desplazarse hasta alli y entrar en ellas, por lo que esta muestra tan sélo
representaria a la parte de la poblacion activa durante el muestreo. Este dato explica
porqué ninguno de los topillos capturados vivos en las zonas tratadas mostré residuos del
rodenticida, ya que la clorofacinona no es de efecto fulminante, sino que su efecto
hemorragico y anticoagulante evoluciona a lo largo de unos pocos dias, durante los cuales

el topillo reduce progresivamente su actividad, hasta morir.

Otro punto a tener en consideracion, es que en los estudios estadisticos que se
llevaron a cabo para investigar la relacion entre las hemorragias, y los residuos de

clorofacinona, tan solo se tuvieron en cuenta los 31 topillos que se encontraron muertos,
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por lo que de nuevo se introduce un sesgo importante debido a la baja representatividad

del muestreo.

El resultado mas controvertido de estas investigaciones probablemente sea el
valor de “prevalencia” de F. tularensis observado, que alcanza el 66,7% de los topillos
muertos en las zonas tratadas, no solo por el gran contraste que se observa con los datos
oficiales, sino por la metodologia empleada tanto en la obtencién del material genético del
patégeno, como en la deteccion molecular del mismo. La deteccién de F. tularensis en
tejidos infectados presenta multiples dificultades. En primer lugar, para el aislamiento y
purificacién del material genético, los expertos en estudios del deteccion del patégeno en
roedores recomiendan la homogenizacién mecanica de 0,5g de bazo e higado en 0,9ml de
PBS, y la posterior lisis de una alicuota de 20ul del homogenizado, mediante la utilizacion
de determinados sistemas de extraccion comerciales (QIAamp® DNA Mini Kit o Roche
MagNA Pure) (Kaysser y cols, 2008; Dr. Splettstoesser, comunicacion personal). A
continuacién, se necesitan sistemas de deteccion que sean tanto sensibles como
especificos, ya que la mayoria del ADN obtenido va a pertenecer al tejido del hospedador
infectado. Tanto la OIE como la OMS recomiendan sistemas que han sido previamente
validados (OIE Terrestrial Manual, 2008; WHO guidelines on Tularemia, 2007), tanto uno de
PCR convencional, basado en la deteccién del gen tul4 (Johansson y cols., 2000), como otro
mas reciente de PCR a tiempo real que ha probado ser ain mas especifico, ya que esta
basado en la deteccién simultanea de tres genes ISFtu2, 23kDa y tul4 (Versage y cols., 2003).
Sin embargo, en este estudio se utilizan métodos que no han sido validados, tanto para la
obtencidn del material genético, como para la deteccidn molecular del mismo (Long y
cols., 1993). En cualquier caso, y dada la relevancia de los valores obtenidos, estos deberian
haber sido confirmados mediante otros procedimientos, como el aislamiento directo del
patdgeno en medios de laboratorio selectivos, que es lo que la OMS especifica para poder
hablar de casos confirmados de tularemia, y/o haber llevado a cabo la secuenciacién de los

fragmentos de 250 pb de ADN amplificados para comprobar la naturaleza de los mismos.

Otro dato interesante que cuestiona el valor de prevalencia obtenido, es la elevada
susceptibilidad de los micrétidos a la bacteria. Rossow y cols. (2014) han llevado a cabo
recientemente un estudio en dos especies de la familia Cricetidae, el topillo agreste
(Microtus agrestris) y el topillo rojo (Myodes glareolus), demostrando que ambas son muy
susceptibles al patdgeno. Esto indica que de haber sido tal la prevalencia de F. tularensis en

los topillos durante el brote del 2007, la poblacién de roedores se habria colapsado
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rapidamente por la accién del patégeno. Sin embargo, la plaga de topillos se extendié a lo
largo del 2007, prolongéndose hasta la primavera-verano del 2008, lo que apunta a que la

prevalencia de F. tularensis entre los topillos no pudo ser tan elevada.

En conjunto, demostramos que los dos brotes de tularemia en humanos que
tuvieron lugar en 1997 y 2007, y que estuvieron separados por 10 anos de silencio
epidemioldgico, fueron causados por el mismo grupo de genotipos filogenéticamente
relacionados pertenecientes al grupo genético B.FTNF002-00. Este descubrimiento apunta
a que la reemergencia de la tularemia en 2007 no fue debida a la introduccién de una cepa
exoética, sino a la persistencia de reservorios locales de infeccion por el momento
desconocidos. Las estrategias de prevencion y control regionales deberian de ir dirigidas
hacia el control de las poblaciones de topillos y liebres, ya que parecen ser un factor
importante en la transmisién zoonésica de la enfermedad. Ademas, se deberian de llevar a
cabo campanas de concienciacién ciudadana para informar a la poblacién que vive en las
zonas endémicas, asi como a los grupos de riesgo como los cazadores, jardineros,
veterinarios, o personas que practican de forma frecuente actividades al aire libre, de los
riesgos asociados a la exposicion ambiental: no tocar animales muertos, evitar el contacto
con los reservorios potenciales y usar insecticidas para evitar la picadura de insectos
hematdfagos. Ademas, se necesitan mas estudios para determinar de forma precisa la
localizacion de los focos endémicos de la tularemia en nuestra regién, asi como evaluar el

papel de otros reservorios ambientales y animales, como ya hemos sefialado.

Como ha quedado patente a lo largo de toda esta memoria, los problemas
estudiados son extremadamente complejos, tienen caracter global, transdisciplinar y estan
influenciados por multitud de factores de diversa naturaleza. En consecuencia, deben de
ser abordados desde un enfoque holistico y una perspectiva integradora. La aplicacién de
la estrategia One Health al estudio de patégenos con relevancia en Castilla y Ledn, tanto en
el dambito de la Salud Publica como en la Sanidad Animal, nos ha permitido extraer
conclusiones importantes, tanto para conocer la situacion actual de los mismos en nuestra
Comunidad Auténoma, como para el disefio de estrategias de prevencién y control
efectivas que permitan evitar la diseminacion de los patégenos y limitar su impacto. Estas
investigaciones no habrian sido posibles sin la accién coordinada entre instituciones y
profesionales de todos los dmbitos implicados, que ha aportado un valor afadido a los
resultados obtenidos en esta Tesis Doctoral. Asimismo, y aunque queda fuera del &mbito

de aplicacién de este trabajo, es importante sefialar que la implantacion de la estrategia
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One Health debe de ser un continuo desde el nivel local hasta el nivel internacional, y que
los resultados de las investigaciones tienen que verse reflejados en regulaciones, y no solo
en recomendaciones, como ocurre con especial frecuencia en el &mbito internacional. Por
ultimo, aunque no menos importante, me gustaria resaltar un hecho que he “sufrido”
durante el desarrollo de mi Tesis Doctoral. Como licenciado en Biologia que soy, me he
visto lastrado en demasiadas ocasiones por la falta de conocimientos en el ambito de la
medicina, tanto humana como animal. Por tanto, considero que otro pilar fundamental
para articular adecuadamente el concepto One Health en el futuro, es el desarrollo y
aplicacién de un curriculo especifico que integre los aspectos basicos de todos las

disciplinas relacionadas.
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Capitulo 5

Conclusiones






. Mycoplasma agalactiae y Staphylococcus aureus contindian siendo una importante
causa potencial de mastitis ovina en Castilla y Ledn, como lo demuestran las elevadas

prevalencias encontradas en este estudio (36,8% y 68,5%, respectivamente).

En Espafia, la agalaxia contagiosa ovina se presenta con una epidemiologia propia,
diferenciada de la caprina. Por un lado, Mycoplasma agalactiae representa la Unica
especie microbiana implicada en este sindrome, y por otro, manifiesta una elevada
homogeneidad genética que confirma la presencia de una poblacion endémica
clonal. Otros estudios han evidenciado que en el ganado caprino, ademas de la
implicacién de otras tres especies de este género bacteriano, M. agalactiae muestra

una diversidad genética elevada.

La metodologia utilizada en este estudio, desde la toma de muestras a su procesado
para el aislamiento y/o deteccidon de Mycoplasma spp., se revel6 suficientemente Util y
eficiente, idénea para su utilizacién en un programa de vigilancia sanitaria de los

rebanos.

El uso exclusivo de métodos microbiolégicos convencionales puede conducir a falsos
resultados negativos, debido a los complejos requerimientos nutricionales de los
mycoplasmas y a la dificultad que entrafia su aislamiento y deteccién en medios de
cultivo, debiéndose complementar con la aplicacion de técnicas de deteccion

molecular, mas sensibles.

La presencia de Staphylococcus aureus resistente a meticilina (SARM) tanto en el
entorno clinico humano del Complejo Asistencial Universitario de Ledn (CAULE),
como en las explotaciones de ganado ovino de Castilla y Ledn investigadas, igual que
en alimentos de origen animal importados clandestinamente a la Unién Europea (UE),
subraya la necesidad de un abordaje integral, holistico, multidisciplinar, para el
estudio de la emergencia de microorganismos portadores de resistencias antibidticas,
particularmente de SARM, en programas de prevencién y control en el marco de la

estrategia “One Health".

Los clones ST5 y ST125 (CC5-SARM-IV) de Staphylococcus aureus resistente a meticilina
fueron los méas prevalentes en el CAULE entre 2007 y 2008, confirmandose la
presencia de una poblaciéon endémica clonal en el ambiente hospitalario espanol.
Pese a que como resultado de estos estudios se detectaron linajes de S. aureus

asociados al ganado ovino representados por los ST130-SARM-XI (mecC-SARM) y
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11.

ST398-SARM-IV/V, asi como la presencia del linaje ST8-SARM-IV, de procedencia
extracomunitaria europea, ninguno de ellos fue observado en el estudio hospitalario,
lo que permite concluir que al menos actualmente, y a pesar de su emergencia

mundial, su presencia es infrecuente en el entorno clinico.

Aislamos Staphylococcus aureus resistente a meticilina con el gen mecC en ganado
ovino por primera vez en Espafia, lo que posee trascendencia desde el punto de vista
clinico, pues con los métodos de deteccidén habituales no se puede descubrir su
presencia, lo que permite concluir la necesidad de incorporar nuevos sistemas de

diagnéstico que permitan su deteccién.

En el conjunto de estudios que forman parte de esta Tesis Doctoral se detecté la
presencia de aislados de Listeria monocytogenes de genotipos epidémicos y de
Staphylococcus aureus resistente a meticilina de linajes genéticos asociados a la
comunidad (ST8-SARM-IV) y al ganado (ST398-SARM-IV/V), en muestras de alimentos
decomisados procedentes del exterior de la UE, demostrando que la importacion y
venta clandestina de alimentos procedentes de terceros paises constituyen rutas de
diseminacion habituales tanto de microorganismos resistentes a antibiéticos, como
de linajes epidémicos de patdgenos de transmision alimentaria, cuya vigilancia debe

ser objeto de los programas de control.

El estudio de los aislados de Listeria monocytogenes que produjeron listeriosis en el
CAULE entre 2006 y 2014, permitié demostrar un brote de la enfermedad en 2009 que
habia pasado inadvertido. Estos resultados demuestran una vez mds que la aplicacién
de la epidemiologia molecular es muy util en la investigacién rapida del origen de

brotes de enfermedades, limitando su impacto econdémico y sobre la Salud Publica.

La coincidencia de un pequefio nimero de clones de L. monocytogenes, que fueron
detectados tanto de alimentos importados de forma clandestina desde paises

extracomunitarios, como del CAULE, confirma su circulacidon internacional.

Los dos brotes de tularemia en humanos que tuvieron lugar en Castilla y Le6n en 1997
y 2007, fueron causados por el mismo grupe de genotipos relacionados
filogenéticamente pertenecientes al subclado B.FTNF002-00, que estd ampliamente
distribuido en Europa Central y Occidental. Este resultado apunta a que la
reemergencia de la tularemia en Castilla y Ledn en 2007, tras 10 afos de silencio

epidemioldgico, probablemente no fue debida a la introduccion de cepas exdticas,
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13.

sino a la persistencia de reservorios locales de infeccién hasta el momento
desconocidos, lo que sugiere que se han establecido focos endémicos de tularemia en

nuestra Comunidad Auténoma.

Durante los brotes de tularemia en Castilla y Leén circularon los mismos genotipos de
Francisella tularensis tipo B en todos los hospedadores estudiados, humanos y
animales, por lo que no es posible establecer qué especie o especies pudieran
considerarse en sentido estricto el reservorio fundamental del patégeno en periodos

interepidémicos.

En su conjunto, los resultados obtenidos en esta Tesis Doctoral demuestran el valor
ahadido de la aplicacién de la estrategia “One Health”, mediante el desarrollo de
estudios multidisciplinares e integrados que consideran todos los factores implicados
en la epidemiologia de las enfermedades infecciosas, independientemente de su

naturaleza.
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