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1. Introduccidn

1 INTRODUCCION

1.1 FAMILIA ENTEROBACTERIACEAE

La familia Enterobacteriaceae, denominada asi por Rahn en 1937 (1), esta formada por un conjunto de
bacilos gramnegativos, heterogéneos en cuanto a su habitat y capacidad patdgena, pero incluidos en
ella por la semejanza en sus caracteres estructurales y fisioldgicos y su homologia genética. En la
actualidad conforman un grupo de mas de 157 especies (2) incluidas en 66 géneros, englobando ademas
a todo un conjunto de enterobacterias no clasificadas con un elevado grado de homologia estructural y

fisioldgica (3).

Las enterobacterias son microorganismos ubicuos. Muchos miembros de esta familia forman parte de la
microbiota comensal estable o transitoria del tracto intestinal de los humanos y de los animales, aunque
también pueden colonizar otros nichos ecoldgicos como el agua, el suelo o ser parasitos de vegetales (4,

5). Son resistentes a agentes externos, de ahi su amplia distribucion.

Fisioldgicamente, su tamafio oscila entre 2-6 um por 0,3-0,6 um, no esporulados. Estos organismos
crecen bien en medios convencionales simples, tanto en aerobiosis como en anaerobiosis, ya que son
anaerobias facultativas. En medio sélido (agar sangre o chocolate), suelen presentar una morfologia de
las colonias muy similar, en forma de cupula, lisa y amarillenta. Son catalasa positiva (con la excepcion
de Shigella dysenteriae), oxidasa negativa (menos Plesiomonas shigelloides), reducen los nitratos a
nitritos y fermentan la glucosa por la via acidomixta o del butanodiol. Degradan también a un amplio
conjunto de otros carbohidratos y las diferencias metabdlicas han servido clasicamente para establecer

los criterios para la identificacion de las especies (identificacidon bioquimica).

Pueden ser moviles (con flagelos peritricos) o inmoviles (como Shigella, Klebsiella, y Yersinia pestis a

379C).

Ademas de los flagelos, muchas especies producen fimbrias (pili). Las fimbrias estan presentes en casi
todas las especies y son responsables de la fijacion de las células bacterianas a otras bacterias, a las
células huéspedes o actian como receptores de bacteriéfagos. También pueden poseer una cdpsula

bien definida o una cubierta laxa y mal definida, de estructura polisacarida, o sin cubierta (5).

La pared celular de las enterobacterias esta formada por una bicapa lipidica, conocida como membrana
externa, que contiene proteinas, tales como las porinas, formadoras de canales que permiten el paso de

moléculas hidrofilicas no mayores de 1.000 daltons (Da). También Se localizan en esta membrana
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externa los fosfolipidos y el lipopolisacarido (LPS), cuya region mas interna, conocida como lipido A, es
una endotoxina formada por acidos grasos insaturados (Figura 1). Dicha region es la principal
responsable de la menor fluidez de la membrana externa y de la poca permeabilidad a muchas
moléculas hidrofilicas, incluyendo a muchos antibidticos. La region de polisacaridos del LPS la forman el
nucleo o core al cual se ancla la regién mas distal, denominada polisacarido especifico O, cuya
especificidad viene determinada por una secuencia repetitiva de azlcares, a menudo ramificados. Las
variaciones en las ramificaciones constituyen el antigeno somatico O. Esta porcidn condiciona la
virulencia de las bacterias gramnegativas patdgenas, por lo que debe ser esencial en la interaccion
hospedador-huésped. Ademas, en la parte interna de la membrana externa se localiza un complejo

denominado lipoproteina, con funciones de anclaje entre la membrana externa y el péptidoglicano.

El péptidoglicano es otro componente importante de la pared celular y se encuentra inmerso en un
compartimento llamado espacio periplasmico, comprendido entre la membrana citoplasmica y la
membrana externa. Esta constituido por una o varias monocapas formadas por repeticiones de una
unidad disacarida, N-acetilglucosamina (NAG) unidas, por un enlace B-1,4, al cido N-acetilmuramico
(NAM). Las uniones cruzadas entre las monocapas refuerzan la estructura, dotandola de una estabilidad
guimica y una resistencia mecanica que, junto con la membrana externa, impide la lisis en medios

especialmente hipotdnicos y contribuye a mantener la forma celular (6).

Fosfolipidos

Pared Celular

Figura 1. Representacion esquematica de las envueltas de E. coli



1. Introduccién

Ademas de las caracteristicas inmunogénicas del antigeno O del LPS, las proteinas formadoras de los
flagelos en las cepas moviles (flagelinas) y la capsula de las cepas que la producen son, entre otros,
elementos altamente antigénicos conocidos como el antigeno H y el antigeno K, respectivamente. La

determinacion de estos tres tipos de antigenos es un método de clasificacién serotipica muy importante

(7).

La mayoria de las especies son capaces de ocupar indistintamente habitats muy variados en el medio
ambiente, las plantas y el tubo digestivo de los animales; otras ocupan habitats mas restringidos, como
los sistemas acuaticos, vegetales o el tubo digestivo de ciertos animales. Algunas se hallan adaptadas
estrictamente al hombre. La familia incluye especies comensales y patégenas para las plantas y los
animales. Con respecto al hombre, existen especies que son primariamente patdgenas y otras

comensales estables o transitorias del tubo digestivo que pueden producir infecciones oportunistas.

Existe un tercer grupo de enterobacterias: normalmente son microrganismos comensales, pero se
pueden convertir en patégenos cuando adquieren genes con factores de virulencia presentes en
plasmidos, bacteriéfagos o islas de patogenicidad (E. coli asociada a gastroenteritis). Las infecciones por
enterobacterias se pueden originar de un reservorio animal, portador humano o de la diseminacién
enddgena de los microrganismos en un paciente vulnerable (ej. E. coli) y pueden afectar virtualmente a

todas las zonas corporales.
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Figura 2. E. coli teiido en tincion de Gram

Los organismos entéricos han sido siempre los agentes mas comunes de las infecciones del tracto
urinario, pero ahora son también los agentes etioldgicos predominantes en diversas infecciones
sistémicas de origen enddgeno e infecciones nosocomiales que se observan en la actualidad. Mientras
que las infecciones entéricas graves han disminuido en los paises desarrollados, organismos entéricos
ordinariamente inofensivos se encuentran cada vez mas relacionados con diversas formas de
enfermedad extraintestinal, como resultado de su seleccidn por el uso de antibidticos por la existencia
de enfermos con disminucién de su respuesta inmune por su enfermedad o como consecuencia de la

administracidon de agentes inmunosupresores y citotdxicos. Las implicaciones médicas y econdmicas de
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las infecciones nosocomiales se tornan evidentes cuando se considera que en Espafia la prevalencia de
este tipo de infecciones se aproxima al 10%, lo que incrementa la morbimortalidad y los costes para el

sistema sanitario (8).

Desde su descubrimiento, los antibidticos han sido el tratamiento mas eficaz contra las infecciones
causadas por las enterobacterias tanto patdégenas como oportunistas. Su utilizacién masiva ha generado
una fuerte presidn selectiva que ha conducido, desde la década de los 40, a la seleccion de bacterias
resistentes a toda clase de antibacterianos naturales y sintéticos. Esto supone un gran problema clinico

para el tratamiento de estas infecciones.

Todos los bacilos entéricos oportunistas son capaces de causar enfermedades similares, pero la
epidemiologia, la frecuencia, la gravedad y el tratamiento de estas enfermedades difieren para las

distintas especies.

Alguno de los microorganismos de esta familia que causan infecciones oportunistas con mas frecuencia
son Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Klebsiella oxytoca, Enterobacter cloacae, Enterobacter
aerogenes, Serratia marcescens, Citrobacter freundii, Citrobacter diversus, Proteus mirabilis, Proteus
vulgaris, Providencia stuartii, y Morganella morganii entre otras. Otras especies de enterobacterias
poseen capacidad patdgena primaria (factores moleculares de patogenicidad), pudiendo causar
infecciones en personas previamente sanas sin factores predisponentes, como Shigella, Salmonelia,

Yersinia y Escherichia coli (variedades patogenas) (9).

E. coli es el principal habitante anaerobio facultativo del intestino grueso y es Unico entre los
microorganismos que integran la flora normal por cuanto también es el microorganismo aislado, con
mayor frecuencia como agente causal de infecciones de las vias urinarias, de heridas, de neumonia, de
meningitis y de septicemia, tanto en las infecciones comunitarias como en las adquiridas en el hospital

(10).

La especie del género Klebsiella que se aisla con mayor frecuencia es K. pneumoniae. Se encuentra en
las heces de los individuos sanos (del 5 al 10%) y es con frecuencia un invasor secundario del aparato
respiratorio de enfermos con enfermedad pulmonar crénica. Como otras enterobacterias oportunistas,
K. pneumoniae puede ocasionar infecciones en aproximadamente el 3% de todas las neumonias
bacterianas agudas y es el segundo patdégeno mas comun del tracto urinario. También pueden causar
infecciones de heridas. Es la segunda especie después tras E. coli causante de bacteriemia por
gramnegativos. Producen una capsula y por esta razén se desarrollan en forma de colonias grandes y
humedas, frecuentemente muy mucosas. K. oxytoca se parece morfoldgicamente a K. pneumoniae y

desde el punto de vista clinico pueden considerarse semejantes (10).



1. Introduccién

1.2 ANTIBIOTICOS B-LACTAMICOS

La familia de antibidticos mayoritariamente empleada en el tratamiento de las enfermedades
infecciosas causadas por enterobacterias es la de los B-lactamicos. Cabe destacar que la existencia de
metabolitos antagonistas del crecimiento bacteriano en hongos pertenecientes al género Penicillium,
fue ya descrita por cientificos como Tyndall, Lister, Huxley y Duchesne durante la segunda mitad del
siglo XIX. La importancia del descubrimiento de Alexander Fleming en 1928 del primer antibidtico de
éxito terapéutico, producido por el hongo Penicillium notatum, significo el inicio de la edad de oro de los

antimicrobianos.

La Penicilina G (bencilpenicilina) comenzé a utilizarse en clinica en 1942, revolucionando el tratamiento
de las enfermedades infecciosas en la primera mitad del siglo XX, como la fiebre escarlata, la neumonia,

la gonorrea y las infecciones por estafilococos.

Desde el descubrimiento de las penicilinas hasta la actualidad, se han empleado una gran variedad de
antibidticos B-lactamicos naturales y derivados semisintéticos para el control de enfermedades
infecciosas. Estas moléculas representan mas de la mitad del consumo total de los antibiéticos,

principalmente por su alta efectividad y baja toxicidad.

1.2.1 MECANISMO DE ACCION DE LOS ANTIBIOTICOS B-LACTAMICOS

Los antibidticos B-lactamicos (penicilinas, cefalosporinas, monobactdmicos y carbapenémicos) son

moléculas quimicamente diversas que tienen en comun la presencia de un anillo B-lactdmico en su

—

/—NH

estructura.

o

Figura 3. Anillo B-lactamico

La similitud estereoquimica del anillo B-lactdmico con el dipéptido d-alanina-d-alanina del pentapéptido
que enlaza las cadenas de NAG y NAM del peptidoglicano (11) les permite interaccionar con dichas

proteinas situadas en la superficie de la membrana plasmatica bacteriana.
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Figura 4. Semejanza estructural entre la molécula de B-lactamico y D-alanina-D-alanina

Los antibidticos B-lactdmicos son agentes bacterioliticos ya que provocan la lisis celular. Ejercen su
accion a nivel de la pared celular en crecimiento, inhibiendo la ultima etapa de biosintesis del
péptidoglicano, la formacion de las uniones cruzadas entre las cadenas lineales de NAG y NAM, conocida
como transpeptidacidn. Las enzimas transpeptidasas y carboxipeptidasas que participan en esta etapa
son también capaces de unirse covalentemente a las penicilinas y a otros antibiéticos B-lactamicos. De

ahi que se denominen proteinas de unidn a la penicilina o PBP (12).

La serina del sitio activo de las PBP ataca al carbonil del anillo B-lactdmico generando un intermediario
enzimatico acilado con el anillo B-lactamico abierto. Este compuesto inactivo se va acumulando en la

bacteria ya que es de degradacion lenta.
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Figura 5. Ataque suicida de las transpeptidasas (TPase) a la penicilina (12)

La inactivacidn de las PBP impide la formacidn de uniones cruzadas entre las cadenas de peptidoglicano
de la pared celular en crecimiento. Esto se traduce en una mayor laxitud de esta envuelta. Ademads, este
efecto se incrementa también gracias a la accidn de las autolisinas que degradan determinadas zonas
del péptidoglicano para permitir el crecimiento celular. El resultado de todo ello es la lisis celular fruto
de las fuerzas osmoticas y mecanicas que actuan sobre la pared celular (accidén bactericida). Las

bacterias que carecen de autolisinas son inhibidas pero no destruidas.

Para actuar, por tanto, los B-lactdmicos deben llegar a las PBPs. Eso es facil en los microorganismos
grampositivos, pero mas dificil en gramnegativos y micobacterias. Por eso, en gramnegativos, deben

aprovechar la presencia de poros proteicos (porinas). Ademas, la accién del B-lactdmico no es posible si
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la bacteria no se multiplica, porque ese es el momento de sintesis de la pared celular y de actuacion de

las PBPs. Es decir, actian en fase de crecimiento exponencial.

1.2.2 ESTRUCTURA Y CLASIFICACION DE LOS ANTIBIOTICOS B-LACTAMICOS

Todos ellos comparten una estructura base comun que define quimicamente a esta familia de
antibidticos: un anillo B-lactamico, que determina el mecanismo de accidn (inhibe la sintesis de la pared

celular), la escasa toxicidad directa y el principal mecanismo de resistencia (B-lactamasas).

No obstante para que el B-lactamico (anillo principal) sea activo, es preciso que esté unido a otros
radicales (habitualmente otros anillos). La asociacidn de diferentes tipos de cadenas lineales junto con
las caracteristicas propias de este esqueleto basico, modifica las propiedades del compuesto resultante

y da lugar a los diferentes grupos de antibidticos B-lactdmicos:
1.2.2.1 Penicilinas.

Las penicilinas son un grupo de antibiéticos que contienen un anillo B-lactdmico y un anillo de
tiazolidina, formando el acido 6-aminopenicilanico (6-APA), conocido como penamo, estructura
que deriva de la condensacion de una molécula de valina y una de cisteina para dar lugar al
doble anillo caracteristico. Ademads, tienen una cadena lateral acil (R-CO-), que varia de unas
penicilinas a otras, en el grupo amino de la posicidn 6 del nucleo y que es la que define sus

propiedades.

Y.
O/\OH

Figura 6. Estructura quimica de las penicilinas

La identificacion de la estructura quimica de las penicilinas (13) posibilitd una serie de
modificaciones a partir de acilaciones quimicas de las cadenas laterales, dando lugar a un

numero cada vez mayor de penicilinas semisintéticas con un espectro de accién superior como:

a. penicilinas resistentes a penicilinasas estafilococales, moléculas tremendamente utiles

hasta la aparicién de cepas de Staphylococcus aureus resistentes a meticilina;
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b. penicilinas con alta capacidad de penetracion a través de la membrana externa de
gramnegativos, funcionales sobre todo frente a E. coli y con mayor capacidad de

penetracion por ser mas hidrofilicas que la penicilina G;

c. penicilinas con sustituyentes laterales cargados negativamente, desarrolladas para
combatir las infecciones nosocomiales cada vez mas comunes y especialmente activas

frente a Pseudomonas aeruginosa y Enterobacter cloacae

d. acilampicilinas, moléculas con sustituyentes carboxilo, farmacocinéticamente mas estables

y resistentes a la degradacion por enzimas bacterianas.

1.2.2.2 Cefalosporinas.

En 1955, y a partir de experimentos de purificacidn de la penicilina N producida por el hongo
Cephalosporium acremonium (=Acremonium chrysogenum), se descubrio la cefalosporina C.
Las cefalosporinas son farmacos cuya estructura basica esta constituida por el anillo 7-
aminocefalosporanico, que consiste en la fusién de un anillo dihidrotiacinico y un anillo -
lactamico. La introduccién de modificaciones en las cadenas laterales de este anillo origina las

diversas cefalosporinas.

H H S
H
R,-NH — H
7 N
/ / R
o
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Figura 7. Anillo 7-aminocefalosporanico

A partir de la década de los 60 y con el conocimiento de la ruta de biosintesis de la
cefalosporina C, han ido obteniéndose diversos grupos de cefalosporinas semisintéticas, lo cual
ha llevado a ampliar su espectro antibacteriano (Pseudomonas spp., Citrobacter spp, Serratia
spp, Enterobacter spp, etc.), su estabilidad frente a la hidrdlisis por enzimas bacterianas y sus

propiedades farmacocinéticas.

Clinicamente se han dividido en compuestos de primera, segunda, tercera y cuarta generacion,

de acuerdo al desarrollo histdrico y a sus caracteristicas estructurales y antibacterianas:
a. Las cefalosporinas de primera generacién presentan una mayor actividad frente a cocos

grampositivos como S. aureus sensible a meticilina, Streptococcus pyogenes y

Streptococcus pneumoniae. Sin embargo, carecen de actividad sobre Enterococcus spp. Su

10
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accion frente a los bacilos gramnegativos esta limitada a cepas de E. coli, Klebsiella spp y

Proteus mirabilis no productoras de B-lactamasas cromosdmicas y/o plasmidicas (14).

b. Las cefalosporinas de segunda generacion ejercen su actividad sobre Haemophilus
influenzae, Moraxella catarrhalis, Neisseria meningitidis y Neisseria gonorrhoeae. En el
momento de su aplicacion representaron el principal mecanismo de accién frente a las B-
lactamasas tipo TEM (véase apartado 1.4.3), codificadas en plasmidos R y resistentes a las
penicilinas y a las cefalosporinas de primera generacion. En esta generacién se incluye a las
cefamicinas, producidas por varias especies de Streptomyces y Nocardia, que

guimicamente son 7-alfa metoxi-cefalosporinas (15).

c. Las cefalosporinas de tercera generacién son compuestos semisintéticos que se
caracterizan por la presencia de un anillo 2-aminotiazolil en el C7 como cadena lateral y
por una elevada actividad sobre las enterobacterias, excepto sobre cepas hiperproductoras
de B-lactamasas de espectro extendido (BLEE), H. influenzae, Neisseria spp., S. pyogenes, S.

pneumoniae y P. aeruginosa (16).

d. Las cefalosporinas de cuarta generacion se caracterizan quimicamente por la presencia de
un grupo metoxi-imino aminotiazolil en la posiciéon R1 del nucleo cefem y por la presencia
de un nitrégeno cuaternario en R2. Este grupo se mantiene cargado positivamente tanto
en condiciones de pH acido como bdsico. La asociacion de esta carga neta positiva con una
carga negativa en el C4 del nucleo cefem hace de estos antibacterianos moléculas
zwitteridnicas, es decir, moléculas con un balance entre sus cargas positivas y negativas en
los rangos de pH encontrados in vivo (17). Esta caracteristica quimico-estructural explica
por qué estas cefalosporinas penetran mucho mas a través de las porinas al espacio
periplasmdtico de las bacterias gramnegativas. Estos compuestos tienen una actividad
superior sobre bacilos multirresistentes (Serratia, Citrobacter, Enterobacter, Morganella,
Providencia, algunas cepas de Klebsiella pneumoniae y Proteus y E. coli hiperproductores
de BLEE). En cambio, sobre P. aeruginosa, las moléculas de esta generacidn tienen una

actividad similar a la de las de tercera generacidn.

1.2.2.3 Monobactam.

Los antibidticos monobactamicos son derivados del 4cido 3-aminomonobactamico (3-AMA).
Tienen una estructura betalactdmica sencilla, con una estructura monociclica en la que el anillo

B-lactdmico no estd fusionado a otro secundario.
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Figura 8. Anillo monobactamico

El fdrmaco representativo de este grupo es aztreonam.

Aztreonam es muy sensible a la hidrdlisis por las f-lactamasas bacterianas, tanto las codificadas
por pldsmidos tipo TEM-1, TEM-2, OXA-2, OXA-3, PSE-1, PSE-3, PSE-4 y SHV-1, como a las
determinadas por el cromosoma. Es poco inductor de B-lactamasas, incluidas las de

Pseudomonas spp., lo que es importante desde el punto de vista de la aparicidn de resistencias.

Aztreonam tiene una excelente actividad, semejante o superior a la de los aminoglucésidos y
las cefalosporinas de tercera y cuarta generacién, centrandose especificamente sobre bacterias
aerobias gramnegativas. Su espectro de actividad abarca principalmente a E. coli, S.
marcescens, Proteus spp., Salmonella spp., Providencia spp, P. aeruginosa, Neisseria spp. o H.
influenzae. No tiene actividad sobre las bacterias grampositivas aerobias ni sobre anaerobios,

tanto grampositivos como gramnegativos.

La administracién conjunta de aztreonam con penicilinas, cefalosporinas, aminoglucdsidos,
fosfomicina, clindamicina, eritromicina, vancomicina o metronidazol, ha demostrado que
produce un efecto aditivo o sinérgico. Este sinergismo tiene aplicaciones clinicas para tratar
infecciones mixtas en las que una parte de los microorganismos causantes no puedan cubrirse
con aztreonam, o para tratamientos empiricos iniciales. También hay actividad sinérgica de
aztreonam con cefepime, mejorando la actividad de esta cefalosporina frente a P. aeruginosa al
inhibir a las cefalosporinasas extracelulares. No es aconsejable asociar aztreonam con
cefoxitina ni carbapenémicos debido a la capacidad de éstos para inducir -lactamasas
cromosdmicas en Pseudomonas spp., Serratia spp., Providencia spp., Enterobacter spp. y

algunos Proteus spp.

1.2.2.4 Carbapenems.

En 1979, Kahan y colaboradores descubrieron la produccién de un nuevo antibidtico,
denominado tienamicina, producido por Streptomyces cattleya, (17).

La tienamicina es el antibacteriano natural no toxico de mas amplio espectro y mas potente
gue se ha descrito. Sin embargo, quimicamente es muy inestable. Su descubrimiento conllevé

el desarrollo de nuevos derivados semisintéticos de carbapenems.
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En la actualidad, se conocen mas de 50 moléculas con diversos espectros de accién contra los
patoégenos grampositivos y gramnegativos mas importantes. Su estructura molecular, conocida
como nucleo penem, es similar a la de las penicilinas en tanto que presentan un anillo -
lactdmico fusionado con un anillo tiazolidinico. Sin embargo, difieren en que este ultimo esta

insaturado y contiene un atomo de carbono sustituyendo al azufre.

El derivado semisintético mas utilizado y estable es la N-formimidoiltienamicina, conocido
como imipenem. Este se administra en clinica acompafiado de la cilastatina, inhibidor de la

dehidropeptidasa renal, enzima que hidroliza al imipenem.
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Figura 9. Principales antibiéticos carbapenémicos

Los antibidticos carbapenémicos son los antibiéticos B-lactdmicos que presentan mayor
espectro y actividad. Actian como otros B-lactdmicos, uniéndose covalentemente a las PBPs,
inhibiendo la sintesis de la pared celular y activando autolisinas enddgenas, con lo cual la célula

muere rapidamente.

Debido a su bajo peso molecular y su estructura hidrofilica deben penetrar en las bacterias

gramnegativas a través de porinas.

Su accidn se facilita por la estabilidad frente a un gran nimero de B-lactamasas, tanto de
microorganismos grampositivos, como de gramnegativos, cromosdmicas o plasmidicas, aunque
existen bacterias capaces de hidrolizarlos. Son potentes inductores de B-lactamasas de tipo C

en enterobacterias y P. aeruginosa, aunque habitualmente no producen desrepresion.

Poseen un espectro de actividad muy amplio. In vitro son activos frente a bacterias
grampositivas (S. aureus, estafilococos coagulasa negativos, S. agalactiae, S. pyogenes, S.
pneumoniae, E. faecalis, L. monocytogenes, Erysipelothrix rhusiopathiae, Bacillus spp), frente a
bacterias gramnegativas (Neisseria spp, Moraxella spp, enterobacterias, P. aeruginosa,
Acinetobacter spp, Haemophilus spp, Brucella spp, Campylobacter spp, Helycobacter pylori, L.

pneumophila) y bacterias anaerobias.
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Deben emplearse en infecciones graves y nosocomiales, sobre todo si hay posibilidad de que
estén producidas por bacterias multirresistentes o polimicrobianas. No son antibidticos de
eleccion en infecciones leves ni en profilaxis quirdrgica. Pueden usarse como tratamiento
empirico en pacientes neutropénicos febriles, siendo mas util meropenem en monoterapia por
su mayor actividad frente a P. aeruginosa, en bacteriemias y septicemias de origen
desconocido, en infecciones intraabdominales, en neumonias nosocomiales, en meningitis
(sélo cuando se sospeche la presencia de bacilos gramnegativos resistentes a otros
antibidticos), en infecciones de tejidos blandos y osteoarticulares, en infecciones graves y
complicadas del tracto urinario. Son especialmente utiles en infecciones por Acinetobacter spp,

como endocardititis o neumonia.

1.2.2.5 Inhibidores de B-lactamasas.

En 1976, Brown y colaboradores descubrieron el acido clavulanico, compuesto con capacidad
inhibitoria de las B-lactamasas, (18). Su nucleo consta de un anillo de oxazolidina, analogo al de
las penicilinas, pero en el que el azufre esta sustituido por un atomo de oxigeno y carece de la

cadena lateral en el C6.
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Figura 10. Inhibidores de B-lactamasas

Su mecanismo de accidn radica en que es capaz de unirse irreversiblemente al grupo hidroxilo
de la serina del sitio activo de la enzima, produciendo un acilado intermedio muy estable,
inhibiendo asi su actividad. Por ello, se conocen como inhibidores suicida, ya que el enlace
covalente es tan estable que es irreversible. Esta caracteristica hace que sea uno de los
antibidticos combinados mds importantes en clinica, administrandose junto con penicilinas de

amplio espectro.

Otras moléculas, pertenecientes a esta familia y descubiertas con posterioridad al acido
clavuldnico, son el sulbactam, con capacidad inhibitoria inferior y el tazobactam, con una

actividad similar a la del acido clavulanico (19).
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Aunque son posibles otras combinaciones, el acido clavulanico se encuentra disponible

asociado a amoxicilina, sulbactam asociado a ampicilina y tazobactam a piperacilina.

La asociacién con acido clavuldnico supone la recuperacion de la actividad de amoxicilina frente
a microorganismos de las especies productoras de B-lactamasas y la amplia a bacterias
resistentes por produccién natural de enzimas (P. vulgaris, Klebsiella spp, P. pseudomallei,

Aeromonas spp, B. fragilis, C. jejuni, H. influenzae).

La asociacién con sulbactam supone las mismas ventajas que para el caso del acido clavulanico.

Por otra parte, frente a Acinetobacter spp Unicamente es activa la asociacién ampicilina-

sulbactam, debido a la mayor afinidad de éste Ultimo por PBP-2 (20).

La asociacién con tazobactam restablece la actividad de piperacilina frente a especies
productoras de B-lactamasas como E. coli, Klebsiella spp, M. morganii, P. vulgaris, C. diversus, y
es la asociacidn B-lactdmico-inhibidor de B-lactamasas mas efectiva frente al grupo de B. fragilis

(21).

Las indicaciones de la combinacidon amoxicilina-acido clavulanico incluyen las infecciones del
aparato respiratorio, tanto superior como inferior, del tracto urinario, infecciones
obstetroginecoldgicas, infecciones de piel, tejidos blandos y osteoarticulares, infecciones

odontdgenas y periodontales.

Las indicaciones de ampicilina-sulbactam son similares a las anteriores, ademas de las
infecciones graves por Acinetobacter spp multirresistentes, en las que ésta puede ser una de las

escasas opciones terapéuticas.

Por su parte, piperacilina-tazobactam estd indicada en el tratamiento de infecciones
polimicrobianas graves o producidas por microorganismos resistentes a otros antibiéticos:
bacteriemias, infecciones intraabdominales, ginecolégicas y neumonias graves adquiridas en la

comunidad, en las que se sospeche la presencia de P. aeruginosa, y en las nosocomiales.
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1. Introduccién
Cuadro resumen de los principales antibiéticos -lactamicos de interés clinico:

Tabla 1. Clasificacion de los antibiéticos B-lactamicos

Tipos Antibioticos
Bencilpenicilina procaina
Bencilpenicilina benzatina
Fenoxmmetilpenicilina benzatina
Cloxacilina
Ampicilina / amoxicilina

Bencilpenicilinas

Alquilpenicilinas
Isoxazolpenicilinas
Aminopenicilinas

Penicilinas

Ureidopenicilinas

Piperacilina

Inhibidores de
betalactamasas

Sulfonas del acido
penicilanico

Sulbactam
Tazobactam

Oxapenamas o clavamas

Acido clavulanico

Cefalosporinas

Primera generacion

Cefazolina
Cefalexina

Segunda generacion

Cefonicid
Cefuroxima
Cefaclor

Tercera generacion

Cefotaxima
Ceftriaxona
Ceftazidima
Ceftizoxima
Cefixima
Cefpodoxima
Ceftibuteno

Cuarta generacion

Cefepime
Cefpiroma

Cefamicinas

Cefalosporinas de 2*
generacion parenterales

Cefoxitina

Monobactamicos
o monobactamas

Aztreonam

Carbapenémicos o
carbapenemas

Carbapenemas

Imipenem

4-beta-metilcarbapenema

Meropenem

1-beta-metilcarbapenema
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1.3 MECANISMOS DE RESISTENCIA A LOS ANTIBIOTICOS B-LACTAMICOS

Las bacterias han desarrollado diversos mecanismos de resistencia a los antibidticos.

3 4
2 - L
Antibidtico | gy [} A 5
Porina
Membrana
Externa
/ - Peptidoglicano
PBP o
Membrana
o Interna
s

Figura 11. Mecanismo de resistencia a B-lactdmicos en gramnegativos. 1. El antibiético llega a su lugar de accién
(PBP) a través de las porinas. 2. Resistencia por alteracion de la permeabilidad (alteracién en la porina). 3.
Modificacidn de la diana de accidn. 4. El antibidtico es expulsado al exterior por unos complejos proteicos

(bombas de expulsion). 5. La bacteria produce unos enzimas que hidrolizan el antibidtico, produciendo una

resistencia por inactivacion bacteriana

La base genética de estos mecanismos puede ser cromosémica, conocida como resistencia natural o
intrinseca, la cual es una caracteristica estructural o funcional presentada por algunas cepas bacterianas.
Sin embargo, la aparicién de mutaciones en el cromosoma o la adquisicién de informacidn genética,
contenida en pldsmidos, transposones o integrones pueden hacer que las bacterias presenten nuevas

resistencias a antimicrobianos. Este tipo de resistencias se conoce como resistencia adquirida.
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PLASMIDO

transposon

Figura 12. Estructura simplificada de elementos mdéviles que permiten la transferencia horizontal de genes entre

las bacterias

La adquisicién de DNA exdgeno puede realizarse mediante transformacién, transduccidn y transferencia
célula a célula por conjugacién (22), siendo este ultimo mecanismo uno de los mas importantes, ya que

genes de resistencia a los antimicrobianos suelen localizarse en plasmidos o transposones conjugativos.

Plasmido
C Q Cromosoma
N o~
@)
Qo —=_¢

>
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Figura 13. Mecanismo de conjugacion: transferencia genética a través del contacto directo entre dos bacterias

En general, en las bacterias gramnegativas causantes de infecciones, el mecanismo de resistencia
mayoritario frente a los f-lactdmicos es la hidrdlisis enzimatica, causada por la presencia de B-
lactamasas en el espacio periplasmatico. El grado de resistencia que generan estas enzimas se

correlaciona con su concentracién, afinidad por los diferentes B-lactdmicos y propiedades hidroliticas.

La sintesis de las B-lactamasas puede ser constitutiva, como ocurre en el caso de algunas de ellas
codificadas en el cromosoma o en plasmidos. En este ultimo caso, la concentracidn de la enzima esta en
relacién al nimero de copias del pldsmido. No obstante, también se conocen B-lactamasas cuya sintesis
es inducible, las cuales estan tipicamente codificadas en el cromosoma. Una caracteristica a resaltar es
que los propios antibidticos B-lactamicos pueden ser agentes inductores de la sintesis de B-lactamasas,

si bien no todos ellos tienen la misma potencia inductora (23).
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Otros mecanismos implicados en la resistencia a los B-lactamicos son:

a. alteracién de la permeabilidad de la membrana externa, debida generalmente a mutaciones en

las proteinas formadoras de los canales de membrana

b. alteraciones de las bombas de eflujo, como consecuencia de mutaciones en las proteinas

transmembrana, las cuales amplian su sustrato y bombean al exterior el antimicrobiano

c. alteracién de la diana del antibiético por mutaciones en las PBP que comportan una pérdida de

la afinidad de los B-lactamicos por las mismas, disminuyendo asi su actividad (24).

1.3.1 B-LACTAMASAS

La deteccidn de bacterias resistentes al primer antibiético B-lactdmico conocido se describid incluso
antes del uso en clinica de la penicilina (25) y ha ido en aumento a raiz de la utilizacién masiva de estos

antibacterianos en el tratamiento de infecciones.

Se cree que las B-lactamasas son fruto de una evolucion de las PBP, ya que comparten un alto grado de
homologia con ellas (26). De hecho, se ha sugerido que la excrecidn de las proteinas PBP funcioné como
un mecanismo de defensa ante la presencia de antibidticos B-lactamicos en el medio. La mejora de este
mecanismo de detoxificacidon habria dado lugar a enzimas especificos sin actividad transpeptidasa, pero
capaces de hidrolizar a los B-lactamicos. De esta forma, parece que las proteinas ancestrales de las B-
lactamasas estarian involucradas en el metabolismo de la pared celular y en la proteccién frente a

antibidticos segregados por hongos (27) y por ciertos tipos de bacterias.

En la actualidad, las B-lactamasas han ampliado enormemente su espectro de accidn, a la vez que los

genes que las codifican se han movilizado desde el cromosoma a plasmidos e integrones.

Se sabe que el mecanismo de accidn de determinadas B-lactamasas pasa por la actuacién de la serina de
su sitio activo, mientras que otras requieren un ion zinc en su sitio activo para atacar al anillo -
lactdmico (metalobetalactamasas). El resultado es la hidrélisis del anillo B lactamico, generando un

antibidtico inactivo y una enzima activa de nuevo.
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Figura 14. Mecanismo de accion de las B—lactamasas. Las fases de la reaccion son: (I) Se produce una unién
reversible y no covalente entre la enzima y el anillo B-lactamico. (1) El grupo hidroxilo libre del residuo de serina
del sitio activo rompe el anillo B-la lactamico, formandose un enlace acil covalente. (lll) Hidrélisis del enlace acil

mediante la intervencion de una molécula de agua, liberandose el antibiético y la B—lactamasa activa (27)

1.3.2 CLASIFICACION DE LAS B—LACTAMASAS

La necesidad de clasificar a estas enzimas surgié cuando se descubrié que determinadas B-lactamasas
eran capaces de degradar a las cefalosporinas, lo cual las diferenciaba del resto de las enzimas conocidas

hasta el momento, activas solamente frente a penicilinas.

La primera clasificacidn, realizada por Sawai y colaboradores en 1968 (28), ordena a las cefalosporinasas
y penicilinasas en funcidn de su respuesta al antisuero. El esquema propuesto por Richmond y Sykes en

1973 (29) incluye a todas las B-lactamasas de gramnegativos descritas hasta el momento y se basa en
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sus perfiles de sustrato. Posteriormente, se actualizé en 1976 con la inclusion de las B-lactamasas

plasmidicas (30).

En 1980, Ambler dividié a estas enzimas en cuatro clases en funcidn de su estructura molecular (clases

A, B, Cy D), incluyendo en la clase B a todas aquellas B-lactamasas que contenian zinc en su sitio activo

(31).
Current Ambler classification and implied relationships
Hydrolyse -lactam bond
in structurally related antibiotics
No consistent relationship
Csubclass BD Csulxlass BD Csubclass B.‘D No consistent relationship
Current Ambler scheme and actual relationships
Hydrolyse -lactam bond

in structurally related antibiotics

No homology. hydrolyse by
different machanisms

(ClassA) (ClassC) ((ClassD)

Structural homology.,
no sequence homology

subclass B2 Sequence homology

subclass B1

Figure 1. Schematic diagram of Ambler classification system.

Figura 15. Clasificacion molecular de Ambler adaptado por Frere (32)

Mas tarde, el esquema propuesto por Bush en 1989 (33, 34)y revisado en 1995 por Bush y
colaboradores (35), correlaciona por primera vez el tipo de sustrato, la capacidad inhibitoria y la
estructura molecular de las enzimas y engloba a las enzimas en cuatro grupos. En 2010, realizaron una

nueva revision que es la que actualmente se utiliza(36).
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1. Introduccién

TABLE 1. Classification schemes for bacterial B-lactamases, expanded from Bush et al. (16)

Bush-Jacoby Bush-Jacoby- - Inhibited by epresentative
group Medeiros MOI_“:('_?' fms Distinctive substrate(s) S S— Defining characteristic(s) R‘f:‘?;]n,m_"“
(2009)  group (1995)  (SUPCES) CAor TZB* EDTA enzyme(s)

1 1 C Cephalosporins No No  Greater hydrolysis of cephalosporins E. coli AmpC, P99,
than benzylpenicillin; hydrolyzes ACT-1, CMY-2,
cephamycins FOX-1, MIR-1

le NI® C Cephalosporins No No  Increased hydrolysis of ceftazidime ~ GC1, CMY-37
and often other oxyimino-B-
lactams

2a 2a A Penicillins Yes No  Greater hydrolysis of PCl1
benzylpenicillin than
cephalosporins

2b 2b Penicillins, early cephalosporins ~ Yes No  Similar hydrolysis of benzylpenicillin  TEM-1, TEM-2,
and cephalosporins SHV-1

2be 2be Extended-spectrum Yes No  Increased hydrolysis of oxyimino-g- TEM-3, SHV-2,

cephalosporins, lactams (cefotaxime, ceftazidime, CTX-M-15,
monobactams ceftriaxone, cefepime, aztreonam) PER-1, VEB-1
2br 2br Penicillins No No  Resistance 10 clavulanic acid, TEM-30, SHV-10
sulbactam, and tazobactam
2ber NI Extended-spectrum No No  Increased hydrolysis of oxyimino-g- TEM-50
cephalosporins, lactams combined with resistance
monobactams 10 clavulanic acid, sulbactam, and
tazobactam

2 2 A Carbenicillin Yes No  Increased hydrolysis of carbenicillin  PSE-1, CARB-3

2ce NI A Carbenicillin, cefepime Yes No  Increased hydrolysis of carbenicillin, RTG-4
cefepime, and cefpirome

2d 2d D Cloxacillin Variable No  Increased hydrolysis of cloxacillin or OXA-1, OXA-10
oxacillin

2de NI D Extended-spectrum Variable No  Hydrolyzes cloxacillin or oxacillin OXA-11, OXA-15

cephalosporins and oxyimino-g-lactams

2df NI D Carbapenems Variable No  Hydrolyzes cloxacillin or oxacillin OXA-23, OXA48
and carbapenems

2e 2e A Extended-spectrum Yes No  Hydrolyzes cephalosporins. CepA

cephalosporins Inhibited by clavulanic acid but
not aztreonam

2A 2a A Carbapenems Variable No  Increased hydrolysis of KPC-2, IMI-1,
carbapenems, oxyimino-g-lactams, SME-1
cephamycins

3a 3 B(B1) Carbapenems No Yes  Broad-spectrum hydrolysis including  IMP-1, VIM-1,
carbapenems but not CerA, IND-1
monobactams

B(B3) L1, CAU-1, GOB-
1, FEZ-1

3b 3 B(B2) Carbapenems No Yes  Preferential hydrolysis of CphA, Sfh-1
carbapenems

NI 4 Unknown

@ CA, clavulanic acid; TZB, tazobactam.
NI, not included.

A continuacién se exponen las caracteristicas mas importantes de los distintos grupos de B-lactamasas.

Grupo 1: Segln su secuencia de aminoacidos pertenecen a la clase C. Presentan un residuo de

serina en el centro activo. Hidrolizan a la mayoria de B-lactdmicos, incluidas las cefamicinas,

pero no a los carbapenemes. El sustrato principal son las cefalosporinas, de ahi que se use el

término para referirse a este grupo como cefalosporinasas o cefamicinasas. No se inhiben por

acido clavuldnico. Incluye:

e [(-lactamasas cromosémicas inducibles (AmpC) de Enterobacter spp., Citrobacter spp.,

Serratia spp., Morganella spp., y P. aeruginosa.

® B-lactamasas cromosdmicas constitutivas (AmpC) de E. coli.

e B-lactamasas plasmidicas (MIR-1, MOX-1, FOX-1) de P. aeruginosa, E. coliy K. pneumoniae,

que son el resultado de la incorporacién de genes cromosémicos (AmpC) en plasmidos.

Grupo 2: forman un grupo heterogéneo constituido por seis grupos (2a, 2b, 2c, 2d, 2e y 2f) que

segun su secuencia de aminodcidos todos pertenecen a la clase A excepto el 2d que pertenece
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a la clase D. Todas presentan un residuo de serina en el centro activo. Se inhiben por acido

clavuldnico. Incluye:

e Penicilinasas cromosdmicas y plasmidicas de bacterias grampositivas (Staphylococcus spp.,
Bacillus spp., Streptomyces spp., Enterococcus spp.).

e [-lactamasas plasmidicas clasicas (TEM-1, TEM-2, SHV-1) de Enterobacteriaceae.

e B-lactamasas plasmidicas de espectro extendido u oxiimino-p-lactamasas de
Enterobacteriaceae (por modificacion del centro activo de TEM-1, TEM-2 y SHV-1).

e B-lactamasas derivadas de TEM que confieren resistencia a los inhibidores de -lactamasas
o enzimas IRT de Enterobacteriaceae.

e [-lactamasas cromosdmicas constitutivas de K. pneumoniae (SHV-1) y K. oxytoca (K1).

e B-lactamasas cromosémicas inducibles de P. vulgaris (o cefuroximasa).

e  Oxacilinasas clasicas plasmidicas de P. aeruginosa.

e  Oxacilinasas de espectro extendido plasmidicas de P. aeruginosa y Acinetobacter spp. (por
cambios en el centro activo de OXA 1 a 10).

e Carbapenemasas cromosémicas de E. cloacae, S. marcescens y P. aeruginosa.

El subgrupo 2a engloba las penicilinasas de bacterias grampositivas con capacidad de hidrolizar
la penicilina G pero no las penicilinasas semisintéticas. Son inhibidas por el acido clavulanico.

Pueden estar codificadas en el cromosoma o en pldsmidos.

El subgrupo 2b engloba la mayoria de las B-lactamasas de amplio espectro, que hidrolizan las
penicilinas y si su expresién es elevada, pueden conferir resistencia a las cefalosporinas de 12
generacion. Son inhibidas por el acido clavulanico. En este grupo se encuentran las enzimas tipo
TEM y SHV. De estas derivan, por mutaciones puntuales que comportan un cambio
aminoacidico el subgrupo 2be, denominadas B-lactamasas de espectro ampliado (BLEE),
descritas por primera vez en Alemania en 1983 (37). Son enzimas capaces de hidrolizar
penicilinas, todas las cefalosporinas (excepto las cefamicinas), y los monobactamas (aztreonam)
pero mantienen su sensibilidad frente a los carbapenems. Son mas sensibles que los de amplio

espectro en cuanto a la inhibicion por acido clavulanico.

Actualmente se han descrito mas de 150 BLEE descritas en diferentes géneros de

enterobacterias y P. aeruginosa (38). Predominan tres grandes grupos:

e TEM: derivan de TEM-1y TEM-2; han sido descritas mayoritariamente en E. coliy K.
pneumoniae y han causado brotes nosocomiales severos.

e  SHV: derivan de SHV-1. La mayoria ha sido aislada de cepas de K. pneumoniae aunque
también se han descrito en C. koseri, E. coli, P. aeruginosa y Acinetobacter spp.

e CTX- M: se han aislado en casi todas las enterobacterias, en particular en K. pneumoniae, E.

coli y Enterobacter. Son enzimas con una potente actividad hidrolitica frente a cefotaxima.
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El subgrupo 2br comprende las B-lactamasas resistentes a los inhibidores (IRT). Los IRT,
descritos en Francia en 1993, se caracterizan por presentar el mismo perfil de hidrdlisis que las
B-lactamasas plasmidicas de amplio espectro pero son resistentes a los inhibidores de B-
lactamasas como el acido clavulanico, el tazobactam y el sulbactam. La mayoria deriva de las

TEM, de ahi el nombre de IRT (inhibitor resistant TEM-type).

El subgrupo 2c son las carbenicilinasas, CARB o PSE. Estas enzimas hidrolizan preferentemente

las carboxipenicilinasas (carbenicilina y ticarcilina) y son menos sensibles al acido clavulanico.

El subgrupo 2d son las denominadas oxacilinasas, debido a su capacidad para hidrolizar la
oxacilina. Su perfil de hidrdlisis es similar al de B-lactamasa de amplio espectro pero son mas
resistentes a la accidn del acido clavuldnico. Algunas oxacilinasas pueden hidrolizar a los

carbapenems.

El subgrupo 2e incluye cefalosporinasas cromosémicas propias de P. vulgaris, C. koseriy C.
sedlakii. A diferencia de las cefalosporinasas de grupo 1, éstas pertenecen a la clase A de

Ambler y son inhibidas por el acido clavulanico.

En el subgrupo 2f se incluyen las serin B-lactamasas de clase A que hidrolizan a los

carbapenems y son parcialmente inhibidas por el acido clavulanico pero no por EDTA.

Grupo 3: Segun su secuencia de aminoacidos y la presencia de Zinc (ya que necesita para su
accion enzimatica la accion de cationes divalentes) pertenecen a la clase B de Ambler (31)
(metalobetalactamasas).Son inactivadas por agentes quelantes (EDTA). Hidrolizan penicilinas,
cefalosporinas y carbapenems (no al aztreonam). No se inhiben por acido clavulanico.

Inicialmente se aislaron en el cromosoma de ciertas especies como A. hydrophila o Bacillus spp.

Actualmente se han descrito en plasmidos que se encuentran en principalmente en bacilos
gramnegativos no fermentadores.

Incluye:

e [-lactamasas cromosdmicas de S. maltophilia.

e [-lactamasas plasmidicas IMP de P. aeruginosa, S. marcescens y K. pneumoniae.

Grupo 4: Son penicilinasas no inhibidas por acido clavulanico y cuya caracterizacién molecular
final esta aun por realizar por lo que no se puede incluir en ningtn grupo de la clasificacion

hecha por Ambler (31). Incluye la penicilinasa de B. cepacea.
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Tabla 3. Interrelaciones entre las dos principales clasificaciones (39)

Clazificacion de Grupos funcionales Clazificacion de Principales
Bush-Jaceby- Ambler caracteristicas
Medeiros
Normalmente
cromosdmicas.
Resistentes a la
mayoria de
Grupe .1 - c befal);cfdmucos
Cefalosperinasas
excepto
carbapenemas.
No inhibidos por el
dc.clavuldnico
2a A Penicilinasas
estafilococicas.
2b A Amplio espectro
TEM-1,TEM-2, 5HV-1
2be A Espectro extendido
TEM-3-160, SHV-2-
Grupo 2 2br A 101
Penicilinasas 2¢ A IRT
(Inhibidas por ac. 2e A Carbenicilinasas
clavulanico) Cefalosporinasas
2f A inhibidas por
clavuldnico
2d D Carbepenemasas
inhibidas por
clavuldnico
OXA
Grupo 3 3@ B (metaloenzimas) Zinc-dependientes.
metalo Carbapenemasas
betalactamazas 3b &
3¢ B
No clasificada La mayoria de ellas
Grupo 4 no estdn
secuenciadas.

1.3.3 B-LACTAMASAS CROMOSOMICAS

Muchas de las bacterias gramnegativas sintetizan una p-lactamasa cromosémica, generalmente en muy
poca cantidad, no confiriendo resistencia. Algunas de ellas, como E. coli, pueden incrementar de forma
constitutiva la sintesis de esta enzima, AmpC, y, segun su grado de expresion, se puede producir
resistencia a todas las penicilinas, cefalosporinas de primera y segunda generacién (incluida cefoxitina),
algunas de tercera generacién como ceftazidima y pérdida de sensibilidad a las asociaciones con
inhibidores de B-lactamasas, mientras que permanecen sensibles las cefalosporinas de cuarta

generacion y carbapenemas (40).
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La expresién de las B-lactamasas cromosdmicas AmpC en otras enterobacterias como Enterobacter spp.,
Citrobacter spp., Serratia spp., Morganella spp.y P. aeruginosa es, sin embargo, de caracter inducible
(41). Este proceso de induccion por el cual se incrementa la sintesis de la enzima cuando la bacteria esta
en presencia del antibidtico inductor es un fendmeno reversible que desaparece cuando éste no esta

presente (42).

En este ultimo grupo de microorganismos, ademas, se pueden producir fendmenos de desrepresion,
que también incrementan la cantidad de B-lactamasa. A diferencia de la induccién, la desrepresion es un
fenémeno irreversible, que no desaparece cuando la bacteria no esta en presencia del antibiético
selector, sino que se seleccionan mutantes establemente desreprimidos que sintetizan gran cantidad de
enzima. Este proceso genera resistencia a las carboxi-, acilamino- y ureidopenicilinas y a las

cefalosporinas de tercera generacion (40).

Las cefalosporinas de tercera generacién son buenos antibidticos selectores, pero malos inductores, de
la produccién de B-lactamasas. Por el contrario, carbapenémicos, cefamicinas e inhibidores de -
lactamasas poseen un fuerte caracter inductor y baja capacidad de seleccion de mutantes establemente

desreprimidos.

Desde un punto de vista clinico el fendmeno de la desrepresion puede suponer un fracaso terapéutico,
que puede desarrollarse durante el tratamiento con B-lactamicos (43). Por ello, en el tratamiento de las
infecciones producidas por microorganismos con B-lactamasas cromosdmicas inducibles se recurre a la
administracidn de antibidticos B-lactamicos poco selectores como carbapenemas o cefalosporinas de
cuarta generacién, que presentan menor tasa de hidrélisis por estas enzimas, y un bajo caracter

selector, o a la administracién simultdnea de un antibidtico B-lactamico con un aminoglucésido.

El caracter inducible de estas enzimas es facilmente detectable en los antibiogramas realizados
mediante la técnica de difusion: cuando se disponen los discos de cefoxitina o imipenem proximos a los
de las cefalosporinas de tercera o cuarta generacién puede observarse un antagonismo entre ambos

antibidticos, resultado de la induccién en la produccién de B-lactamasas que ejercen los primeros (44).

Sin embargo, ambos procesos son complejos y requieren la presencia del B-lactamico y de, al menos,

cinco genes en la bacteria: ampC, ampR, ampD, ampG y ampE (41).

El mecanismo de induccién de la B-lactamasa AmpC depende del gen ampR que actiia como activador
durante el proceso de induccidon y como represor en condiciones normales. Los genes ampG y ampE
determinan la formacion de proteinas de membrana (AmpG y AmpE, respectivamente) y ampD da lugar
a una proteina soluble (AmpD) que se libera en el citoplasma, donde favorece el reciclado de la pared
celulary la sintesis del peptidoglucano a partir de los productos de degradacién de la pared. En

presencia de un antibidtico B-lactdmico inductor, AmpG actia como permeasa y facilita la entrada en el
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citoplasma de los productos de degradacién del peptidoglucano que se estan produciendo como
consecuencia del proceso de actuacién del antibidtico B-lactamico. Estos productos participan en la
conversion de ampR de represor a activador de ampC. En ausencia del B-lactamico inductor no se
liberan grandes cantidades de productos de degradacién del peptidoglucano, circunstancia que impide
finalmente la activacion de AmpR. La participacién de AmpE en todo este proceso no esta claramente

demostrada.

Por su parte, los mutantes establemente desreprimidos no expresan el gen ampD, por lo que todo
producto de degradacién del peptidoglucano que se produce actia como activador de ampR,

liberandose siempre gran cantidad de B-lactamasa AmpC.

Como se ha indicado con anterioridad, AmpC de E. coli se expresa de forma constitutiva. Esta
peculiaridad se debe a la ausencia de ampR en la dotacidn genética, por lo que tampoco se produce

activacion en presencia de antibidticos inductores.

En ningun caso la enzima cromosdmica AmpC es sensible a la accién de los inhibidores clasicos de [-

lactamasas.

Por el contrario, las B-lactamasas de Klebsiella spp. y P. vulgaris son sensibles al acido clavuldnico y otros
inhibidores de B-lactamasas como sulbactam y tazobactam (40). Las primeras, representadas por LEN-1
o SHV-1 en K. pneumoniae o K1 en K. oxytoca, se expresan de forma constitutiva; sin embargo, la -
lactamasa cromosdmica de P. vulgaris, cefuroximasa, es de cardcter inducible y, al igual que AmpC de E.
cloacae o P. aeruginosa, pero con menor frecuencia, se pueden seleccionar durante el tratamiento

mutantes que hiperproducen la enzima.

Ademas de estas B-lactamasas cromosdmicas existen otras de clase B, metaloenzimas, con un perfil
hidrolitico muy amplio, que afectan a penicilinas, cefalosporinas y carbapenems y no son inhibidas por
acido clavulanico. Reciben el sobrenombre de carbapenemasas (40). Algunas se producen en
microorganismos multirresistentes considerados como patégenos de interés creciente: S. maltophilia

(enzima L1), Flavobacterium adoratum y B. cepacia.

1.3.4 B-LACTAMASAS PLASMIDICAS

La bacteria porta elementos genéticos autorreplicativos y extracromosdmicos llamados plasmidos. Son
moléculas de doble cadena de DNA circular que por definicién, no codifican proteinas que intervengan
en el desarrollo de la bacteria. La mayoria de los plasmidos contiene genes de resistencia a antibidticos,
como es el caso de las B-lactamasas plasmidicas, que son facilmente intercambiables con otras bacterias

de diferente género por conjugacion (45).
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Ademas, algunas de las B-lactamasas plasmidicas son de origen cromosémico, como es el caso de la

SHV-1 en K. pneumoniae.

Las B-lactamasas plasmidicas incluyen las B-lactamasas de amplio espectro, las f-lactamasas de espectro
extendido (que se desarrollan en su mayoria en el punto 1.3.5), las B-lactamasas resistentes a los

inhibidores, las cefamicinasas AmpC y las Carbapenemasas.

1.3.4.1 B-lactamasas de amplio espectro y de espectro extendido

Dentro del grupo de las B-lactamasas de amplio espectro estan incluidas TEM-1, TEM-2, SHV-1vy las de
tipo OXA.

La expresién de una B-lactamasa tipo TEM-1 es el mecanismo mds comun de resistencia a los [3-
lactdmicos entre las bacterias gramnegativas (46). La enzima TEM-1, fue descrita a principios de la
década de los 60 (47). Fue encontrada en un aislamiento de E. coli procedente de un hemocultivo de

una paciente llamada “Temoniera” en Grecia, de ahi la designacion de la enzima como TEM.

Esta enzima confiere resistencia a ampicilina, penicilina y a la primera generacion de cefalosporinas,
como la cefalotina (48). Por encima del 90% de la resistencia a ampicilina en E. coli es debida a la
produccion de una TEM- 1 (41). Este mecanismo de resistencia ha sido habitualmente descrito entre

Enterobacteriaceae, pero no esta confinado sdélo a este grupo de bacterias.

El gen responsable se localiza en un transposén cuya transposicion hace que este gen también se haya

descrito en otras especies bacterianas como H. influenzae, Vibrio spp.y N. gonorrhoeae.

TEM-2, la primera enzima derivada de TEM-1, presenta una Unica sustitucidn, la de glutamina en la
posicion 39 a lisina respecto a la secuencia de TEM-1 (49). Esta mutacidén puntual genera un cambio del
punto isoeléctrico (pl) de 5,4 de TEM-1 a 5,6 en TEM-2, pero no se modifica el perfil de substrato. La

prevalencia de TEM-2 entre pldsmidos en enterobacterias resistentes a B-lactdmicos no supera el 4%.

La primera B-lactamasa cuyo patron fenotipico fue distintivo de B-lactamasa de espectro extendido

(BLEE) es la enzima TEM-3, descrita en 1989 (50), fruto de una mutacién puntual de la enzima TEM-1.

Hoy en dia se sabe que las mutaciones puntuales en el gen parental b/laTEM-1 que han dado lugar a las
enzimas caracterizadas como BLEE, tienen un nimero limitado de posiciones. Cada una de estas
enzimas presenta una especificidad de sustrato y un punto isoeléctrico concreto. Cabe destacar los
cambios de aminodcidos de lisina por glutamato en las posiciones 104 y 240, serina o histidina por

arginina en la posicién 164 y serina por glicina en la posicion 238.
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Estas enzimas se encuentran preferentemente en cepas de E. coli y K. pneumoniae y, también, en otras
especies de enterobacterias como Enterobacter aerogenes, Morganella morganii, P. mirabilis, Proteus

rettgeri, Salmonella spp. y otros microorganismos.

El gen blaSHV-1 que codifica la enzima SHV-1, la cual confiere resistencia a las penicilinas y a las
cefalosporinas de primera generacién, fue identificado por primera vez en el cromosoma de K.
pneumoniae. Posteriormente, este gen se ha descrito en mas de un 20% de los plasmidos que confieren
resistencia a ampicilina en esta especie (51). Sin embargo, en muchas cepas de K. pneumoniae el gen

blasHv se encuentra integrado en el cromosoma bacteriano.

El gen que codifica SHV-1 comparte un 65% de identidad con el de TEM-1. No estd claro por qué TEM-1
es mas prevalente que SHV-1, con un 80% de plasmidos que codifican resistencia a B-lactdmicos en
enterobacterias frente a un 5% para SHV- 1, posiblemente se deba a que el transposén que contiene a

TEM-1 es mas movil.

Varias mutaciones puntuales del gen blaSHV-1 han dado lugar a las BLEE tipo SHV. La mayoria de estas
variantes se caracterizan por tener una sustitucién de una serina por una glicina en la posicién 238. El
residuo de serina en esta posicién parece ser critico para la hidrdlisis de la ceftazidima y el residuo de
lisina para la hidrélisis de la cefotaxima (52). La mayoria de BLEE del tipo SHV se han encontrado en

cepas de K. pneumoniae, aunque también se han descrito en C. diversus, E. coli y P. aeruginosa.

Las B-lactamasas tipo OXA son otro creciente grupo. Estas enzimas estan codificadas tanto en
cromosomas como en plasmidos y los estudios de filogenia muestran que al menos han ocurrido tres
sucesos de movilizacion de los genes cromosdmicos a plasmidos durante los ultimos 500 millones de
anos, lo cual sugiere que la evolucién de estas enzimas no ha sido causada por la presién selectiva

propiciada por el uso de antibidticos en el ultimo siglo (53).

La similitud entre las enzimas de este grupo no superan, en algunos casos, el 20%, por lo que su
clasificacion se ha realizado en funcion de los sustratos comunes que hidrolizan mas que en atencién a
sus estructuras primarias (54). Pertenecen a la clase molecular D y a la clase funcional 2d. Las BLEEs tipo

OXA (activas contra oxacilina) han sido descritas principalmente en P. aeruginosa.

Todas estas enzimas confieren resistencia a la ampicilina y a la cefalotina, aunque se caracterizan por su
alta actividad hidrolitica frente a la oxacilina y a la cloxacilina y por el hecho de que son poco inhibidas

por el acido clavulanico (35); sin embargo, se ha descrito inhibicidn por éste en OXA-18.

En general, las OXA, clasificadas como BLEE, derivan de la enzima OXA-10 (OXA-11, 14, 16, 17) por
mutaciones puntuales en una o dos posiciones; una asparragina por una serina en la posicién la 73 y un
aspartato por una glicina en la posicién 157, siendo particularmente importante esta ultima sustitucién

ya que esta implicada en la resistencia a la ceftazidima.
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1.3.4.2 Cefamicinasas AmpC plasmidicas

Las cepas productoras de B-lactamasas plasmidicas de espectro extendido tradicionales no confieren
resistencia a las cefamicinas. En los ultimos afios, sin embargo, se han descrito B-lactamasas plasmidicas
gue confieren resistencia no solo a cefalosporinas de tercera generacion sino también a cefamicinas, por

lo que se conocen como cefamicinasas plasmidicas.

Este tipo de enzimas suelen tener un pl basico, incluso superior a 10, y confieren resistencia a
cefamicinas y cefalosporinas (incluidas las de tercera generacién), pero no a carbapenems. No se
inhiben por acido clavuldnico pero si por aztreonam, excepto FEC-1 y MOX-1 que constituyen una

excepcion (40).

La primera prueba de la existencia de una B-lactamasa plasmidica de clase C fue aportada por
Papanicolau y cols., los cuales describieron la transmisién de resistencia a cefamicinas mediada por una
enzima denominada MIR-1, que presenta propiedades bioquimicas de B-lactamasa clase 1y el gen que

codifica esta enzima presenta una analogia de un 90% con el gen AmpC de E. cloacae. (55).

Desde entonces hasta ahora se han descrito numerosas B-lactamasas plasmidicas AmpC (en el GenBank
(56) hay descritas 72 variantes de CMY, 8 variantes de MOX, 8 variantes de DHA, 9 variantes de ACT, 4
variantes de ACC, 10 variantes de FOX, 1 variante de LAT y 5 variantes de MIR) (57).

Estudios de la secuencia nucleotidica sugieren que los genes que codifican estas enzimas plasmidicas
derivan de genes AmpC cromosémicos que poseen algunos miembros de la familia Enterobacteriaceae y
el género Aeromonas spp, los cuales han sido integrados en elementos genéticos transferibles

facilitando su difusion a diferentes microorganismos.

Pequeiias diferencias en la secuencia aminoacidica de estas enzimas plasmidicas han dado lugar a 6

familias (57):

e (CIT, derivadas de blaAmpC de Citrobacter freundii, que incluye los grupos CMY y LAT
e DHA, derivadas de blaAmpC de Morganella morganii

e ACC, derivada de blaAmpC de Hafnia alvei

e  FOX, derivada de blaAmpC de Aeromonas media

®  MOX, se cree que son derivadas de AmpC cromosémica de Aeromonas caviae

e EBC, derivadas de blaAmpC de E. cloacae y/o Enterobacter asburiae, que incluye ACT y MIR.

Nakano et al. describen posteriormente una nueva variante, CFE-1, derivada de blaAmpC de C. freundii

(58, 59).
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La expresion de todos los genes AmpC es constitutiva con la excepcidn de las tipo DHA-1, -2, CMY-13 Y

ACT-1 que es inducible. (60-62).

La nomenclatura de estas enzimas es en funcidn de su perfil de resistencia a cefamicinas (CMY),
cefoxitina (FOX), moxalactam (MOX), latamoxef (LAT); el lugar donde se descubrié Hospital Miriam en

Providence (MIR-1) o el nombre del paciente donde se aislé por primera vez BIL-1. (62).

Las representantes mejor caracterizadas son MIR-1, MOX-1, CMY-1, CMY-2, BIL-1, LAT-1y FOX-1.

En algunos casos se conocen la secuencia de nucledtidos de los genes que controlan la produccion de
estas enzimas. Barnaud y cols secuenciaron la B-lactamasa DHA-1 y demostraron una alta similitud con
la cefalosporinasa cromosdmica de Morganella morganii (63). En el afio 2001, Fortineau y cols describen

una nueva cefalosporinasa inducible DHA-2 en K.pneumoniae (64).

Actualmente, estas enzimas se han descrito con mayor frecuencia en E. coli, principalmente del tipo

CMY-2, seguida de DHA-1, pero también en C. freundii, Enterobacter spp o K. pneumoniae.

En un estudio multicéntrico realizado en Espaia en 2009 por Navarro et al. se obtuvo una prevalencia

de AmpC plasmidicas entorno al 0,6%.

En la actualidad disponemos de test fenotipicos que permiten diferenciar las B-lactamasas AmpC

plasmidicas de las cromosdmicas, alguno de ellos descrito en el apartado de Material y métodos. (65).

1.3.4.3 Carbapenemasas

Los carbapenems, son el grupo de antibidticos -Blactamicos mas estables a la hidrdlisis por las -
lactamasas. Dentro de este grupo se encuentran imipenem, meropenem y ertapenem. Son resistentes a
la accidn de la mayoria de las enzimas, incluso a AmpCy B-lactamasas plasmidicas de espectro

extendido de tipo TEM, SHV, CTX-M y OXA.

Las carbapenemasas son activas frente a las oximino-cefalosporinas, cefamicinas y carbapenems. (66).

La primera carbapenemasa conocida fue descrita en Bacillus cereus (B-lactamasa Il). Posteriormente se
describid en Stenotrophomonas maltophilia, Chryseobacterium odoratum, Legionella gormanii'y

Bacteroides fragilis.

Recientemente se han identificado y caracterizado carbapenemasas plasmidicas en Pseudomonas
aeruginosa, en diferentes especies de la familia Enterobacteriaceae y en Acinetobacter lo que ha

generado un mayor interés por su estudio y puede suponer un nuevo reto para la antibioterapia.
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La resistencia a los carbapenems no solo es debida a la produccién de carbapenemasas, ya que existen
otros mecanismos que pueden afectar a su actividad, como son: pérdida de porinas especificas, bombeo

o expulsion del antibidtico y modificaciones en las proteinas fijadoras de penicilina (PBP) (67).

Atendiendo a la clasificacién molecular de Ambler (31), las carbapenemasas pueden clasificarse en tres

grupos:

e Carbapenemasas clase A.
Pertenecen al grupo 2f de la clasificacion de Bush-Jacoby-Medeiros. Son inhibidas débilmente
por el acido clavulanico pero no por el EDTA (35).
Puede ser de produccién cromosdmica (NMC-A, Sme-1, Sme-3 y IMI-1) en Enterobacter cloacae
y Serratia marcescens, o codificadas por pldsmidos, como KPC-1 en K. pneumoniae y GES-2 en
Pseudomonas aeruginosa (66).
Los primeros aislamientos se produjeron en Japén en 1990 tanto en especies de
enterobacterias como en Pseudomonas y Acinetobacter. Mas tarde han sido informados
aislamientos en otras partes del mundo como Europa, Canada y Brasil (68).En la actualidad se
ha informado en un aislamiento de Enterobacter asburiae (con IMI-2) la primera
carbapenemasa codificada por plasmidos e inducible(69).

e Carbapenemasas clase B.
Son las carbapenemasas mads significativas desde el punto de vista clinico. Pertenecen al grupo
3 de la clasificacién de Bush-Jacoby-Medeiros, son metaloenzimas, requieren zinc para su
actuacion y son generalmente de naturaleza cromosémica, aunque recientemente se han
asociados a plasmidos conjugativos e integrones. (70).
Son inhibidas por EDTA, pero no por acido clavulanico. Estas enzimas hidrolizan a las
penicilinas, cefalosporinas y cefamicinas pero no al aztreonam. (40).

e Carbapenemasas clase D.
A este grupo pertenecen algunas B-lactamasas tipo OXA que presentan una débil actividad
carbapenemasa. (67, 71).
Han sido descritas en Acinetobacter baumannii 'y disminuyen la sensibilidad a imipenem y

meropenem (66).

1.3.4.4 B-lactamasas resistentes a inhibidores de B-lactamasas (IRT)

Aunque las IRT no son propiamente dichas BLEEs, también derivan de las enzimas cldsicas TEM y SHV.

En los primeros afos de la década de los 90 se describieron B-lactamasas plasmidicas resistentes a la
inhibicion por acido clavulanico. Se caracterizan por conferir resistencia a amino-, carboxi- y
ureidopenicilinas, son insensibles a la accion de los inhibidores de B-lactamasa, y no tienen actividad

sobre el resto de B-lactamicos. Como consecuencia de que las IRT son resistentes a la inhibicién por
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acido clavulanico y sulbactam, muestran resistencia clinica al uso de las combinaciones de antibioticos
B-lactdmicos con inhibidores de B-lactamasas como amoxicilina-acido clavuldnico, ticarcilina-acido
clavulanico y ampicilina-sulbactam. La mayoria de los aislamientos presentan escasa sensibilidad a

cefalosporinas de amplio espectro, cefamicinas y carbapenemas.

1.3.5 [B-LACTAMASAS DE ESPECTRO EXTENDIDO CTX-M

Este grupo de enzimas es una nueva familia de B-lactamasas con un espectro ampliado de sustrato que

hidrolizan preferentemente a la cefotaxima.

A principios de 1989, en Alemania, Bauernfeind y cols informan de un aislamiento clinico de una cepa de
E.coli resistente a cefotaxima, la cual es productora de una BLEE no TEM, no SHV denominada CTX-M-1,

en referencia a su mayor actividad frente a cefotaxima. (72).

El nombre CTX refleja la potente actividad hidrolitica de estas B-lactamasas frente a cefotaxima (activas
frente a la cefotaxima, aislada en Munich y de ahi su nombre). Estas enzimas presentan mayor actividad
hidrolitica frente a cefotaxima y ceftriaxona que frente a ceftazidima. Los microorganismos productores
de estas B-lactamasas suelen tener unas CMI para cefotaxima > 64 pug/ml y para ceftazidima en el rango
de sensibilidad 2-8 pug/ml; pero en algunos casos las CMI para ceftazidima alcanzan valores de 256 pg/ml

(73), como por ejemplo las B-lactamasas

CTX-M- 15 y CTX-M-32 difieren de CTX-M-3 en la sustitucién de Asp-240—Gly lo que hace que estas

enzimas presenten actividad frente a ceftazidima. (74, 75).

Las CMls para aztreonam son variables. Estas B-lactamasas son mas activas frente a cefepime que el
resto de las BLEE, presentando CMIs para cefepime mas altas. Por ultimo, tazobactam presenta mayor

actividad frente a las BLEE tipo CTX que el acido clavulanico.

No hay que olvidar que un mismo organismo puede contener BLEE tipo CTX junto con SHV o junto B-

lactamasa tipo AmpC, lo que implica un cambio en su fenotipo de resistencia. (73).

Se reconocen mas de 65 variantes de B-lactamasas CTX-M (su nimero sigue creciendo), las cuales se
clasifican filogenéticamente en cinco grupos en funcion de la homologia en la secuencia de aminoacidos:
CTX-M-1, CTX-M-2, CTX-M-8, CTX-M-9 y CTX-M-25. Se encuentran distanciados evolutivamente unos de
otros ya que no comparten mas de un 94% de identidad (76). Esto lleva a pensar que la divergencia a

partir de un antecesor comun ocurrié en los primeros estadios.

Estas enzimas muestran tan sélo un 40% de similitud con las B-lactamasas tipo TEM y SHV, sin embargo,

los genes blaCTX-M poseen un alto grado de similitud con los genes cromosémicos blaKLUA que
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codifican las B-lactamasas del género Kluyvera. El grupo 1y 2 derivarian de B-lactamasas cromosémicas

de Kluyvera ascorbata (77) mientras que el grupo 8 y 9 derivarian de B-lactamasas cromosémicas de

Kluyvera georgiana (78). Las enzimas KLUA de K. ascorbata se incluyen en el grupo CTX-M-2, mostrando
la KLUA-2 un 100% de similitud con la CTX-M-5. La KLUG-1, enzima codificada en el cromosoma de K.

georgiana, difiere de la CTX-M-8 tan sélo en tres aminodcidos.

Por otra parte, la B-lactamasa cromosémica de K. cryocrescens (KLUC-1) comparte aproximadamente un
85% de similitud con las enzimas del grupo CTX-M-1, por lo cual se ha sugerido que la KLUC-1 podria

formar un sexto grupo de CTX-M.

Las enzimas cromosémicas presentan grados de similitud en sus regiones flanqueantes de entre un 83-

88%, caracteristica también descrita entre las B-lactamasas CTX-M plasmidicas (74, 76).

Sin embargo, se han expresado una alta variedad de variantes de las enzimas CTX-M, por lo que otros

autores opinan que es muy improbable que estas enzimas tengan un mismo origen filogenético (79).

El grupo CTX-M-1 incluye 10 enzimas mediadas por plasmidos (CTX-M-1, CTX-M-3, CTX-M-10, CTX-M-12,
CTX-M-15, CTX-M-22, CTX-M-23, CTX-M-28, CTX-M-32 y CTX-M-117), el grupo CTX-M-2 incluye 8 (CTX-
M- 2, CTX-M-4, CTX-M-4L, CTX-M-5, CTX-M-6, CTX-M-7, CTX-M-20 y Toho-1), el grupo CTX-M-8 incluye
un solo enzima, CTX-M-8, el grupo CTX-M-9 incluye 10 (CTX-M-9, CTX-M-13, CTX-M-14, CTX-M-16, CTX-
M-17, CTX-M-19, CTX-M-21, CTX-M-24, CTX-M-27 y Toho-2) y por ultimo, el grupo CTX-M-25 incluye
CTX-M-25 y CTX-M-26 (68, 76, 80).

Toho 1y Toho 2 son B-lactamasas relacionadas estructuralmente con las B-lactamasas tipo CTX y como
estas presentan una actividad mas potente frente a cefotaxima. La denominacién de Toho se refiere al
nombre del hospital en Japdn donde fue aislada una cepa de E.coli portadora de esta B-lactamasa. En la

actualidad son CTX-M-44 y 45 respectivamente. (73).

Las B-lactamasas CTX-M excepto Toho-2 poseen 291 residuos aminoacidicos. El rango de pl es de 7.4-9

(76).

Al igual que ocurre con las B-lactamasas SHV y TEM existe una relaciéon importante entre estructuray
funcidn. Los aminodcidos en posicion 240 y 267 juegan un papel importante en la evolucion de estas B-
lactamasas. Las enzimas CTX-M-15, CTX-M-27, CTX-M-16, derivan de CTX-M-3, CTX-M-9, CTX-M-14
respectivamente, por sustitucion de Gly-240—Asp presentando una potente accién frente a ceftazidima
(74). La B-lactamasa CTX-M- 19 deriva de CTX-M-18 por sustitucién de Pro-167—Ser lo que le

proporciona mayor actividad frente a ceftazidima. (81).

Otros residuos aminoacidicos juegan también un papel importante como son Arg-276. La sustitucién de

asparragina por arginina confiere bajo nivel de resistencia a cefotaxima, ceftriaxona y aztreonam. Estos
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resultados indican que la Arg-276 podria estar implicada en la hidrolisis de los oximino B-lactamicos, por

otra parte el residuo Arg-276 ocupa el mismo lugar que el residuo Arg-244 en otras B-lactamasas de la

clase A (82).

Todas estas enzimas presentan un residuo de serina en la posicidon 237, el cual juega un papel muy

importante en su espectro ampliado de sustrato (83). La sustitucidn Ser-237—Ala induce a una

disminucidn de la actividad hidrolitica frente a cefotaxima (84).

Los residuos Asn104, Asn132, y Asp240 establecen puentes de hidrogeno con los grupos amido de la

cadena de la cefotaxima, lo que facilitaria su hidrolisis. La sustitucidon Asp-240—Gly en CTX-M-1 da lugar

a CTX-M-32 aumentando la capacidad de hidrolitica frente a ceftazidima. (75).
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Figura 16. Dendrograma de la familia CTX-M (74)
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Finalmente, en la actividad cefotaximasa de CTX-M interviene no solo los ajustes producidos en el

centro activo de la enzima sino también la situacion global del giro » y lalamina 3 3. (76)

The Jast residue
of otnega loop
o1

K16 o
positions 234.236)

Figura 17. Secuencia aminoacidica de la enzima CTX-M-15 de la cepa de E. coli D253

1.3.5.1 Epidemiologia de las enterobacterias productoras de BLEEs.

Las enterobacterias productoras de BLEEs se han aislado tanto en muestras procedentes de pacientes
hospitalizados, como en muestras de origen comunitario. Estos aislamientos pueden aparecer de forma

esporadica, sin relacién epidemioldgica, o dar lugar a brotes nosocomiales.

La localizacién plasmidica de estas B-lactamasas, su facil transferencia por conjugacion y su localizacién
entre secuencias de insercidn y en integrones (85, 86) ha facilitado su diseminacidon entre diversas
especies bacterianas por varias zonas del mundo. Asi, podemos detectar brotes debidos a la
diseminacidon de un plasmido (diferentes especies de enterobacterias con un plasmido comun), o bien a
la diseminacidn de una cepa resistente (epidemia clonal). Ademas, estos plasmidos pueden llevar
asociada resistencia a otros grupos de antimicrobianos (aminoglucésidos, tetraciclinas, trimetoprim-
sulfametoxazol...) por lo que nos encontramos con microorganismos multirresistentes. Todo ello
determina que las opciones terapéuticas para las infecciones causadas por bacterias que producen

BLEEs sean muy limitadas.

Hasta finales de 1990s las BLEEs mas frecuentemente encontradas eran derivadas de TEM y SHV
principalmente en K. pneumoniae y en pacientes hospitalizados (87). En la actualidad las enzimas CTX-M
han reemplazado a las TEM y SHV y esta aumentando el porcentaje de aislamientos en E.coliy en

pacientes comunitarios. En Espafia la CTX-M predominante es el grupo CTX-M-9 (80).

La expansion de estas enzimas ha estado mds focalizada en brotes e infecciones nosocomiales en el este

de Europa, Sudamérica y Asia (76). Cabe destacar, sin embargo, la existencia de ciertas enzimas que se
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han identificado inicialmente en zonas concretas de Europa occidental como la CTX-M-9 y CTX-M-14
(88-90) y la CTX-M-10 (91). Actualmente, las enzimas CTX-M-14, CTXM-3 y CTX-M-2 son las que tienen
una mayor dispersion geografica localizandose, incluso, en cepas aisladas de animales sanos, lo cual
sugiere que éstos podrian comportarse como reservorio de cepas productoras de estas B-lactamasas

(76).

El microorganismo en el que mas frecuentemente se han descrito brotes nosocomiales de BLEEs es K.
pneumoniae. Probablemente estd relacionado con el hecho de que esta especie forma parte de la flora
normal, sobrevive durante bastante tiempo sobre la piel y los fémites y acepta con cierta facilidad
plasmidos conjugativos. Las primeras epidemias de infeccidn hospitalaria por K. pneumoniae productora
de BLEEs fueron descritas en Francia a finales de los ochenta (92). Desde entonces se han documentado
por todo el mundo, incluida Espafia, numerosos brotes nosocomiales causados por enterobacterias

productoras de BLEEs.

Es un hecho reconocido la relacién existente entre la observacién de estos brotes epidémicos y un
amplio consumo de antibiéticos, especialmente de cefalosporinas de tercera generacién. El consumo
elevado de estos antibioticos favoreceria la aparicion de estos clones de K. pneumoniae productores de
BLEEs, que se diseminarian con particular facilidad en centros o unidades con factores predisponentes

para la transmision cruzada entre pacientes sometidos a multiples manipulaciones (93).

Los brotes, tanto nosocomiales como de aparente adquisicion en la comunidad, se han extendido de

forma muy notable a E. coli, y en menor medida a otras enterobacterias.

1.3.5.2 Colonizacién fecal por enterobacterias productoras de BLEES

El tubo digestivo actla como reservorio de estos microorganismos multirresistentes; ademas es el nicho
ecoldgico adecuado para que la resistencia se transmita a otras especies bacterianas. Diversos estudios

han demostrado que las personas sanas actiuan como portadores fecales.

En algunos casos de epidemia la colonizacidn fecal de los pacientes ingresados en unidades de riesgo ha
llegado a mas del 40%. Algunos factores de riesgo asociados a la colonizacién fecal por K. pneumoniae
productor de BLEEs son la gravedad del proceso clinico al ingreso, la cateterizacion arterial, la nutricion
parenteral, el sondaje vesical, la ventilacion mecanica o la terapia antibidtica previa. Todos estos
factores estan relacionados con el tiempo de estancia en UCl y la posibilidad de contacto horizontal a

través del personal sanitario.

El incremento en la proporcién de portadores en la comunidad aumenta el riesgo de que otras personas
se conviertan en portadores como consecuencia de la transmision de persona a persona o a través del
medio ambiente de bacterias resistentes (94), enriqueciendo el gen de resistencia y facilitando la

adquisicién de mecanismos de resistencia por bacterias susceptibles (95, 96).
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El aumento de la prevalencia de portadores fecales de cepas productoras de BLEE en situaciones de
ausencia de un brote en pacientes hospitalizados y el establecimiento de estas cepas en la comunidad
con coresistencia a los antibidticos no B-lactdmicos, incluyendo quinolonas, representan una

oportunidad para que estos aislados puedan convertirse en endémicos (96).

La colonizacidn con aislados multirresistentes, incluyendo los aislamientos productores de BLEEs, es
considerado un prerrequisito para la infeccion. Se ha destacado la importancia de la deteccion de
portadores de estas bacterias multirresistentes no sélo para los pacientes sino también para la

poblacidon sana (96, 97).

El estudio de los portadores fecales seria util para el seguimiento de las tendencias de BLEE (98-100) ya
que segln senalan algunos estudios, las BLEEs caracterizadas producidas por aislados de portadores
fecales fueron similares a las obtenidas en la préctica clinica en Espafia en el momento de realizar dicho

estudio.

Otros dos estudios espafioles demostraron que la tasa de portadores fecales de cepas de E. coli
productoras de BLEE en los pacientes de la comunidad que tenian infecciones urinarias causadas por
este patdgeno fue de alrededor de 70%, que es mucho mas alto que el de las personas con infecciones
no asociadas con BLEE (100-102). Curiosamente, la colonizacion fecal en los contactos familiares de los
pacientes con una infeccion por E. coli productores de BLEE oscilaron entre el 16,7% a 27,4% en estos
dos estudios. Esto llevd a la sugerencia de que la colonizacidn fecal con bacterias productoras de BLEE es
un factor de riesgo para la adquisicién de infeccidén del tracto urinario causadas por estos patégenosy

una fuente potencial de transmision entre los hogares (96, 100).

No hay muchos estudios realizados en la investigacion de la colonizacién fecal por enterobacterias
productoras de BLEEs pero todos los que se han realizado estdan demostrando que los portadores actuan
como vehiculo de bacterias cada vez mas resistentes a los antibiéticos de uso habitual y que su
propagacién va en aumento. Esto se demuestra en un estudio que se realizé en Madrid en 2003, donde
se observé un aumento importante de portadores fecales de Enterobacteriaceae productoras de BLEEs

respecto a un estudio anterior en 1991 (96).
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2 OBIJETIVOS

La resistencia bacteriana a los antimicrobianos, y en particular la produccién de B-lactamasas
plasmidicas de espectro extendido (BLEE), ha sido uno de los principales problemas de resistencia a los

antibidticos B-lactdmicos durante las dos ultimas décadas.

La codificacién plasmidica de este tipo de resistencia otorga a estas enzimas algunas caracteristicas
importantes como la facilidad de transmision por conjugacién entre diversas especies bacterianas o la
asociacion de resistencia a otros grupos de antibidticos, por lo que nos encontramos con

microorganismos multirresistentes.

El fracaso en la deteccidn de los productores de BLEE repercute en un informe clinico que lleva a

tratamientos inadecuados y una proliferacién incontrolada de estas cepas.

Cada vez es mas importante conocer la distribucion y el tipo de B-lactamasas de espectro extendido

presentes en nuestro medio, para asi poder utilizar el mejor procedimiento diagnéstico.

Los cultivos de heces para detectar a los portadores fecales de bacterias productoras de BLEEs han
demostrado ser un instrumento Util como herramienta para el control de brotes nosocomiales asi como
para el control epidemioldgico de la poblacién portadora de cepas de enterobacterias portadoras de

BLEEs.

En la actualidad, no existen muchos datos sobre la prevalencia y la capacidad de difusion de estas

resistencias en otros ambientes que no sea el hospitalario.

Por tanto, el objetivo de este proyecto seran el estudio de la prevalencia de B-lactamasas plasmidicas
(BLEEs, AmpC y carbapenemasas) en pacientes portadores de enterobacterias productoras de dichas B-
lactamasas en el tracto intestinal del sector Ill de Zaragoza (muestras de heces recibidas en el H. C. U.
Lozano Blesa), la caracterizaciéon de los genes que codifican dichas enzimas y el estudio de su

epidemiologia.

En este marco, los objetivos de este proyecto son los siguientes:

e Deteccidon de enterobacterias productoras de B-lactamasas plasmidicas (AmpC, BLEEs y
carbapenemasas) presentes en muestras fecales de pacientes del sector Il de Zaragoza.

e Estudio de la sensibilidad antibidtica de las cepas bacterianas que posean una B-lactamasa
plasmidica procedentes de los portadores fecales.

e Determinacion de los diversos fenotipos de resistencia en las cepas estudiadas.
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Caracterizacién de las B-lactamasas plasmidicas encontradas en los portadores fecales.

Determinacion de la prevalencia de enterobacterias portadoras de 3-lactamasas plasmidicas en

portadores fecales.

Estudio de la epidemiologia de las resistencias de las B-lactamasas plasmidicas objeto de la

investigacion.
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3 MATERIAL Y METODOS

Se procesaron 3965 muestras de heces pertenecientes a 2685 pacientes (75,83 % de origen
ambulatorio) entre el 1 de enero y el 30 de junio de 2010 en la seccidén de Coprocultivos del servicio de

Microbiologia del Hospital Clinico Lozano Blesa.

Los coprocultivos se siembran en cuatro medios de cultivo diferentes, uno de ellos es el medio selectivo
CCDA (charcoal-cefazolin-deoxicholate agar) (Oxoid), que se usa habitualmente para la deteccidn del
Campylobacter spp. Dicho medio contiene 32 mg/L de cefoperazona (cefalosporina de 32 generacion).
Las enterobacterias que crecieron en él fueron identificadas mediante pruebas bioquimicas ya que

presumiblemente tenian algin mecanismo de resistencia.
Se sembraron tres tubos para su identificacion:

e Medio Kligler o KIA (Kligler Iron Agar). Se utiliza para realizar la prueba de la lactosa, glucosa,
gas y SH,. La fermentacién de la lactosa y la glucosa se detectan mediante un cambio de color
de naranja a amarillo (la primera se observa en la parte superior del tubo y la segunda en la
parte inferior).

e Medio SIM. Se usa para determinar la produccion de SH,, de indol (se revela con el reactivo de
Erhlich) y la movilidad (se manifiesta como una turbidez en el tubo).

e  Medio lisina. Este medio se basa en la capacidad de utilizacién de la bacteria del aminodacido
Lisina, seguin posea las enzimas lisina-descarboxilasa (se observa en la parte superior del tubo)
y lisina-desaminasa o deshidrogenasa (en la parte inferior). El viraje a color morado sera

positivo, y si es a amarillo, negativo.

3.1 DETECCION FENOTIPICA DE MECANISMOS DE RESISTENCIA

3.1.1 TEST DE SINERGIA DE DOBLE DISCO

Una vez que fueron identificadas las enterobacterias se les realizé un estudio de los fenotipos BLEES,

pAmpC y carbapenemasas A y B mediante test de sinergia de doble disco o disco-placa.

Permite determinar el grado de sensibilidad de una cepa bacteriana a una serie de antimicrobianos y asi

orientar al posible tratamiento de los pacientes de los que proceda la muestra, evitando o minimizando
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el riesgo de fracaso terapéutico. La deteccion de estas enzimas se basa en su capacidad de hidrolizar las
cefalosporinas de tercera y cuarta generacién y los monobactdmicos, disminuyendo por tanto la

sensibilidad de la bacteria a estos antibacterianos.

Se prepara un inéculo de la cepa a estudio a 0.5 McFarland y se siembra de forma homogénea en una
placa de agar Mueller-Hinton (Biomerieux). A continuacidn se colocan los discos de los antibidticos a
estudio cargados con una concentracién conocida con una distancia de centro a centro de 30 mm. El
antibidtico difundira en un gradiente radial alrededor del disco. La placa se incuba a 372C durante 18
horas. El microorganismo crecera en la placa y si es sensible al antibiético se formara un halo de
inhibicidn o sin crecimiento alrededor del disco. Esa distancia se mide en mm y nos da su concentracion
minima inhibitoria (CMI). Si la bacteria a estudio es resistente, se pone de manifiesto en una

disminucién de los halos de inhibicion.

Esta técnica, ademas, nos permite observar el efecto sinérgico producido entre las cefalosporinas de
espectro ampliado o los monobactamicos y el 4cido clavulanico. El principal inconveniente es que los

métodos disco-placa no permiten una lectura directa del valor de la CMI.

Para la deteccidn de BLEEs se utilizaron los siguientes discos:
e Cefotaxima: 30 ug
e (Ceftazidima: 30 pg
® Aztreonam::30ug

e Amoxicilina- ac. clavulanico: 20 ug/10ug

Se situara el disco de amoxicilina/4cido clavulanico en el centro y en torno a él, se colocaran el resto de
los discos. Consideramos sinergia positiva cuando se observé una ampliacidn o distorsién del halo de

inhibicién de cefotaxima y/o ceftazidima en la zona de interseccion con amoxicilina/ac. clavulanico.

Se confirma la presencia de una BLEE cuando la sensibilidad a cualquiera de los dos antibidticos en

presencia de acido clavuldnico aumenta mas de 5 mm el didmetro de inhibicién en la CMI.

Para la deteccién de cefamicinasas, la técnica es la misma pero poniendo el disco amoxicilina/ac.
clavulanico y alrededor los discos de cefotaxima, cefoxitina (con un halo de inhibicion < ¢ igual a 14

mm) y cefepime:

e Cefoxitina: 30 ug

e Cefepime: 30 ug

Se pueden combinar ambas técnicas para poder detectar en la misma placa una BLEE y/o una
cefamicinasa poniendo los discos de cefotaxima, ceftazidima, cefoxitina, cefepime y amoxicilina/ac.

clavulanico.
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La sensibilidad a la amoxicilina/acido clavuldnico descarta, en principio, la B-lactamasa de tipo AmpC, y
apunta, mas bien, a una BLEE como causa de la resistencia a cefalosporinas de tercera generacion. Si

bien la resistencia a esta combinacidn también puede deberse a una elevada produccion de BLEE, o a la
existencia de BLEE resistentes a inhibidores, ademas de otros multiples mecanismos de resistencia que

pueden coexistir o no con la BLEE, como IRTs, enzimas OXA, hiperproduccidn de SHV-1, TEM-1, K1, etc.

Ademas, hay que considerar la investigacidon de BLEE ante una CIM > 2 ug/ ml para cefepime (103).

Tabla 4. Puntos de corte propuestos por el CLSI (104) (Clinical and Laboratory Standars Institute) y EUCAST (105)
(European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing) para los antibiéticos que permiten la

caracterizacion de las cepas portadoras de BLEE

L. . EUCAST (2011)* CLSI (2011)* CLSI (2012)*
Antimicrobiano
R(mm) | R(pg/ml) | R(mm) | R(pg/ml) | R(mm) | R (ug/ml)
Cefotaxima <17 >2 <27 >=2 <27 >=2
Ceftazidima <19 >4 <22 >=2 <22 >=2
Aztreonam <24 >4 <27 >=2 <27 >=2
Cefepime <21 >4 <14 >32 <14 >=32

* Los valores son respecto a discos de 10 pg mientras que los que recomienda CLSI son de 30 pg.

Para la deteccién de carbapenemasas seguimos utilizando el mismo procedimiento que para la
deteccién de BLEES pero utilizamos los discos de aztreonam, ceftazidima, imipenem y

amoxicilina/clavulanico

3.1.2 PRUEBA DE EPSILON-TEST (e-TEST®)

Posteriormente, las BLEEs fueron confirmadas mediante e-test. Se basa en el mismo fundamento de la
difusion con disco, pero en este caso se utilizan tiras de plastico no poroso de 5 cm de largo y 5 mm de
ancho en lugar de discos. La tira contiene un gradiente de concentraciones de un antibiético (una de las
superficies de la tira tiene marcadas las distintas concentraciones del gradiente). Tras aplicar la tira a
una placa previamente inoculada e incubar ésta adecuadamente, la intersecciéon de la elipse de

crecimiento del microorganismo con la tira permite una determinacién directa de la CMI.

Para detectar BLEE se utilizan un conjunto de tiras de E-test® (CT/CTL, TZ/TZL, PM/ PML) que contienen
una concentracion creciente de la cefalosporina correspondiente (cefotaxima, ceftazidima y cefepime,
respectivamente), por un lado, y una concentracion creciente de la misma cefalosporina asociada a una

concentracion constante de dcido clavulanico (4 pg/ml), por el otro.
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En el caso de que se sospeche una doble presencia de BLEE junto con una AmpC plasmidica se
recomienda la utilizacién de las mismas tiras que para la deteccién de BLEEs y ademas una tira de

cefotetan/cloxacilina (CN/CNI).
El €-test para carbapenemasa se realiza con una tira de imipenem/EDTA (IP/IPI).

Cuando se produce una reduccién de mas de 3 diluciones en la CMI de cualquiera de los antibidticos se

confirma la presencia de la enzima a estudio (BLEE, cefamicinasa o carbapenemasa).

Si se observan colonias en los halos de inhibicion, el valor de la CMI debera determinarse observando

cudl es la CMlI a la que todas las mutantes han sido inhibidas.

3.2 DETECCION MOLECULAR DE LAS B-LACTAMASAS PLASMIDICAS

A las cepas bacterianas que se les confirmé el fenotipo de resistencia, se les realizo la reaccidn en
cadena de la polimerasa (PCR) para identificar los genes que codifican las enzimas que proporcionan

dicha resistencia.

3.2.1 REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA

La reaccion en cadena de la polimerasa o PCR (siglas de su nombre en inglés Polymerase Chain Reaction)
permite generar una gran cantidad de copias de un fragmento de DNA (acido desoxirribonucléico) de

forma in vitro.

El requisito fundamental para poder llevar a cabo la reaccién es disponer de fragmentos cortos de DNA
de cadena sencilla complementarios a los extremos del fragmento a amplificar. Estos fragmentos
servirdn como cebadores o primers para que una enzima polimerasa sea capaz de incorporar

nucleétidos complementarios a la cadena molde.

El proceso se lleva a cabo en tres fases: desnaturalizacion, hibridacién y elongacion.

Desnaturalizacion. En primer lugar es necesario que el DNA se desnaturalice, es decir, que las dos

cadenas de DNA se separen. Se lleva a cabo elevando la temperatura.

Hibridacidn. El siguiente paso consiste en un descenso de la temperatura para permitir que los

cebadores se unan por complementariedad al DNA molde.
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Elongacion o extension. En esta fase, la enzima polimerasa incorpora nucleétidos complementarios a
partir del extremo 3’ libre de la regién en que han hibridado los cebadores en direccidon 5°->3". La
temperatura a la que se lleva a cabo esta fase depende de la enzima polimerasa empleada; si se utiliza

Taq polimerasa la temperatura de elongacidn suele ser de 722°C.
Estas tres fases constituyen un ciclo, y durante la PCR, se repetiran los ciclos entre 25 y 35 veces.

Debido a que los productos de un ciclo completo sirven como moldes para el segundo, cada ciclo
sucesivo duplica la cantidad de producto de DNA, obteniendo al final del proceso un nimero de

moléculas de ADN de 2 siendo X el nimero de ciclos realizados.

¢‘ w‘“% A Desnaturalizacion

LLLLELURR AR by LU LR

Hibridacién

VT Elongacién

’ I |
N B o T T T

Figura 18. Fases de la PCR

Componentes necesarios para llevar a cabo la PCR:

e E|I DNA a partir del cual queremos amplificar. Este DNA se conoce como DNA molde. la muestra
no debe llevar agentes quelantes (EDTA) que reducen la concentracidn de iones de Mg. en la
disolucidn u otros compuestos que puedan inhibir la reaccion y debe haber una cantidad

minima para poder amplificar la muestra.

® Iniciadores de la reaccion, cebadores o primers. Son moléculas cortas (entre 10 y 30 bases) de
DNA de cadena sencilla que van a delimitar el fragmento a amplificar. Deben ser
complementarios a la region que se quiere amplificar. Cada cebador hibrida con una cadena
diferente y con los extremos 3" orientados de tal manera que cuando la polimerasa actuie en

direccién 5°-3’ copie la regién situada entre ellos.
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e DNA polimerasa. Es una enzima que cataliza la sintesis de DNA a partir de
desoxirribonucledtidos generando una copia de DNA a partir de DNA molde. En los procesos de
PCR se requiere la utilizacion de polimerasas termoestables, como la Tag DNA polimerasa,

debido a que es necesario aplicar altas temperaturas para desnaturalizar la molécula de DNA.

e Desoxirribonucledtidos trifosfato (dNTPs): Son necesarios en la etapa de elongacion de la
cadena. Se van a incorporar al extremo 3’ libre del cebador que se ha unido a la cadena molde

por la accion de la DNA polimerasa creando una cadena complementaria.

e Cloruro de magnesio (MgCl2). Se afiade como cofactor de la polimerasa.

e Tampdn de la reaccion: Proporciona el pH y la fuerza idnica necesaria para que la reaccién

tenga lugar.

Este proceso se lleva a cabo en un equipo llamado termociclador. Este aparato realiza los ciclos en los
tiempos y temperaturas programadas de forma exacta.

r emnme: m—— e ——————— commomE R R mE e mEe o mn e xreeO0OL O BT |
{|Desnaturalizacion 25 ciclos Elongacion |~ "o acion
: 3333334 inicial BIFRTIIZISWISSIRIBERSBEEBE 333333333% final
E 30"
oinS F Desnaturalizacién .
{sorc == | TR 1
f: i pessey:
1{70°C i S ——
{s0°C I 3 33 Elongacion :
50°C f & jasanss e B
40°C i i 30" | i E
SinS n | Hibridacion
20°C B 1
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Figura 19. Perfil térmico tipico de una PCR. Los tiempos de cada fase son orientativos. La T2 de hibridacién puede

variar en funcion de la especificidad de la reaccién

La duracién y temperatura de los ciclos debe permitir la desnaturalizacién completa, una hibridaciéon
estable de los cebadores, que depende de su composicién en GC (guanina y citosina), y debe ser

suficiente para una amplificacién completa del fragmento de DNA que se pretende amplificar.
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La técnica de PCR se lleva a cabo siguiendo los siguientes pasos:

1. Extraccion del DNA.

3. Material y Métodos

Una colonia de cultivo fresco de Mueller-Hinton se resuspende en un eppendorf de 0.2 con 200

ul de agua bidestilada estéril. Estos eppendorf se introducen en un Termoblock a una T2 de 90-

959C durante 20 minutos para lisar las células.

Transcurridos los 20 minutos, se centrifuga durante 5 minutos y nos quedamos con el

sobrenadante que es el que contiene el DNA.

2. Preparacion de los primers.

La solucion de los cebadores siempre es de 100 uM. Para la PCR se suelen utilizar a una

concentracién de 10 uM. Asi, en un eppendorff afladiremos 90 ul de agua bidestilada y 10 pl de

la soluciéon madre para obtener la concentracién deseada (dilucién 1/10).

Tabla 5. Primers utilizados en las distintas PCR realizadas

Primer Secuencia 5°-3° Tamaiio (pb) Referencia
CTX-M-3GF GTTACAATGTGTGAGAAGCAG 1017 Pagani et al, 2003 (106)
CTX-M-3GR CCGTTTCCGCTATTACAAAC 1017 Pagani et al, 2003 (106)
CTX-M-9 F GTGACAAAGAGAGTGCAACGG 856 Weill et al, 2004 (107)
CTX-M-9R ATGATTCTCGCCGCTGAAGCC 856 Weill et al, 2004 (107)
CTX-M-10F  CCGCGCTACACTTTGTGGC 962 Coque et al, 2002 (108)
CTX-M-10R TTACAAACCGTTGGTGACG 962 Coque et al, 2002 (108)
CTX-M uni F CGATGTGCAGTACCAGTAA 540 Weill et al, 2004 (107)
CTX-M uniR TTAGTGACCAGAATCAGCGG 540 Weill et al, 2004 (107)
TEM F ATAAAATTCTTGAAGACGAAA 1080 Weill et al, 2004 (107)
TEMR GACAGTTACCAATGCTTAATC 1080 Weill et al, 2004 (107)
SHV F GGGTTATTCTTATTTGTCGC 930 Diaz et al, 2010 (109)
SHV R TTAGCGTTGCCAGTGCTC 930 Diaz et al, 2010 (109)
MOX F GCTGCTCAAGGAGCACAGGAT 520 Pérez-Pérez, 2002 (110)
MOXR CACATTGACATAGGTGTGGTGC 520 Pérez-Pérez, 2002 (110)
CITF TGGCCAGAACTGACAGGCAAA 462 Pérez-Pérez, 2002 (110)
CITR TTTCTCCTGAACGTGGCTGGC 462 Pérez-Pérez, 2002 (110)
DHA F AACTTTCACAGGTGTGCTGGGT 405 Pérez-Pérez, 2002 (110)
DHAR CCGTACGCATACTGGCTTTGC 405 Pérez-Pérez, 2002 (110)
ACCF AACAGCCTCAGCAGCCGGTTA 346 Pérez-Pérez, 2002 (110)
ACCR TTCGCCGCAATCATCCCTAGC 346 Pérez-Pérez, 2002 (110)
EBCF TCGGTAAAGCCGATGTTGCGG 302 Pérez-Pérez, 2002 (110)
EBCR CTTCCACTGCGGCTGCCAGTT 302 Pérez-Pérez, 2002 (110)
FOXF AACATGGGGTATCAGGGAGATG 190 Pérez-Pérez, 2002 (110)
FOXR CAAAGCGCGTAACCGGATTGG 190 Pérez-Pérez, 2002 (110)
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La identificacién de BLEEs se realizd mediante PCR con primers para CTX-M universal, grupo
CTX-M-1, grupo CTX-M-9, grupo CTX-M-10, SHV y TEM. Cada una de estas PCR tienen unas

condiciones diferentes de tiempos y T2.

La identificacién de pAmpC se realizé mediante PCR multiplex con las seis familias de primers.
Los primers tipo MOX amplifican para los genes MOX-1, MOX-2, CMY-1 y CMY-8 a CMY-11; los
tipo CIT, para LAT-1 hasta LAT-4, CMY-2 a CMY-7 y BIL-1; DHA, DHA-1 y DHA-2; ACC para los
genes ACC; EBC para MIR-1T y ACT-1; y FOX, para FOX-1 hasta FOX-5b.

Preparacion de la Master Mix.

Hay que calcular la cantidad de producto necesario para la PCR por muestra y luego multiplicar

por el n? total de muestra a estudio, afiadiendo siempre la cantidad de reactivos necesaria para
dos muestras mds, una para el control positivo y otra para el control negativo. Segun la PCR que
estemos realizando, los cdlculos son diferentes aunque el volumen final del eppendorf con el

DNA incluido debe ser de 50 pl.

El buffer siempre tiene que ser el 10% del total (5 ul). La cantidad de MgCl,, que tiene una
concentracion de 25 mM, dependera de la especificidad que necesite la reaccion y la Taq
polimerasa (a menor cantidad, mayor especificidad). Los dNTPs se usan a 10mM y la Taq a
5U/ul. La cantidad de DNA varia segln el tipo de PCR que estemos realizando (lo normal, es

afiadir 2 6 2.5 pl).

Para las PCR multiplex de AmpC los primers se preparan en una solucién A de cebadores que
cuenta con los primers: MOXMR, MOXMF, CITMR, CITMR, DHAMR, DHAMF, solucién B que
cuenta con los primers: ACCMR, ACCMF, EBCMR, EBCMF, y la solucién C que contiene los
primers: FOXMR, FOMF.

Segun los calculos que se utilicen, incluyendo el DNA, se afiade agua bidestilada hasta
completar el volumen de 50 pl. Todos los reactivos que se utilizan menos el agua destilada se
conservan a -202C, por lo que se deben sacar del congelador un rato antes de preparar la
Master Mix. La Taq polimerasa debe conservarse a -202C hasta el momento en que se afada, y

una vez utilizado, rapidamente debe volver al congelador.

Por lo tanto, se ira distribuyendo en los distintos eppendorf que hayamos preparado
identificados para cada muestra (tantos como muestras a analizar mds un control positivo) la

cantidad de Master Mix que corresponda por muestra mas el DNA de la muestra.
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Electroforesis en geles de agarosa

Es una técnica utilizada para separar, identificar y aislar fragmentos de DNA a partir de una
mezcla heterogénea. Se basa en la migracion unidireccional del DNA a través de una matriz
porosa cuando se le aplica un campo eléctrico. A pH neutro, el DNA tiene carga negativa, lo que
comporta su migracién desde el catodo (polo negativo) al anodo (polo positivo). La movilidad
electroforética de los diferentes fragmentos depende, sobre todo de su tamafio y

conformacién, y esta poco afectada por la composicidn de bases o por la secuencia.

Los factores que influyen en la migracién a través del gel son:

e Longitud del DNA. Las moléculas de DNA lineal migran a través de un gel a una velocidad
que es inversamente proporcional al logaritmo de su peso molecular. De esta manera,
utilizando marcadores de peso molecular conocido podemos determinar la longitud de un
fragmento de DNA desconocido o comprobar que un fragmento tiene una longitud

determinada.

e Conformacién estructural del DNA. Una misma secuencia de DNA plasmidico puede
presentarse en tres formas diferentes (DNA circular cerrado, DNA circular relajado, DNA
lineal), pudiéndose desplazar cada una de ellas a diferente velocidad en un gel. Las
movilidades relativas dependen esencialmente de la porosidad del gel, de la corriente
aplicada, de la fuerza iénica del tampdn utilizado para correr el gel y de la densidad de

giros superhelicoidales de la molécula circular cerrada.

e Porosidad del gel. Existe una relacion directa entre el logaritmo de la movilidad
electroforética de un fragmento de DNA y la porosidad del gel que viene determinada por

la concentracion de agarosa.

e Corriente eléctrica aplicada: La velocidad de migracion de los fragmentos de DNA lineal es

proporcional al voltaje aplicado.

La visualizacion de los fragmentos de DNA se consigue mediante la incorporacién al gel de un
colorante fluorescente, el bromuro de etidio, que se intercala entre las dos cadenas de DNA.
Este reactivo revela la presencia de una banda de DNA al ser iluminada con luz ultravioleta de

longitud de onda corta (310 nm).
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Preparacion de un gel de agarosa

La concentracién de agarosa que se utiliza esta condicionada por el tamafio de los fragmentos
de DNA a separar. Para visualizar los fragmentos de DNA amplificados por PCR la concentracidn

de agarosa que utilizamos fue al 1% debido al tamafio de banda de los primers.

Los geles de agarosa se prepararon segun se describe a continuacion:

a. Primero se prepara el TBE (Tris 0,44M, acido bérico 0,44 M, EDTA 12,5 mM pH 8)
que se va a utilizar. Para ello, se mezclan 100 ml de TBE buffer con 900 ml de agua

bidestilada.

b. Después, se mezcla la cantidad correspondiente de agarosa con el TBE preparado y

se lleva a ebullicién para su total disolucion.

c. Se deja enfriar hasta unos 552C y se afiade una solucidn acuosa de bromuro de

etidio (0,5 pg/ml).

d. Sevierte la solucidén en una cubeta de electroforesis previamente sellada y con el

correspondiente peine y se deja solidificar.

e. Seretira el peine sin dafiar los pocillos. Y se coloca el gel en la cubeta de

electroforesis llena de tampdn TBE asegurando que cubra el gel.

f.  La muestra con el DNA obtenido tras la amplificacién se mezcla con una solucién de
carga (1% SDS, 50% glicerol, 0,05% azul de bromofenol). El primer pocillo se cargan
4 pl del marcador de peso molecular, HyperLadder | (Bioline), que separa 200 pb y
a continuacion se van cargando los pocillos con las muestras seguidas del control

positivo.

Las condiciones de electroforesis son a 95 V durante aproximadamente 1 hora con el fin de que
las bandas queden bien separadas. El gel se visualiza en un transiluminador con luz ultravioleta

(310nm).

También se ha utlizado el Gel Doc EZ Imager con el software Image Lab (Bio- Rad) que permite

visualizar las bandas en un ordenador.
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Secuenciacion.

La secuenciacion se realizé en un secuenciador XL3500 previa purificacién del DNA amplificado

obtenido en la PCR. Se utilizaron los primers de cada PCR a una concentracién de 10 uM.

Las secuencias obtenidas fueron analizadas mediante el programa ChromasPro® y la pagina

web BLAST® (Basic Local Alignment Search Tool) (111).
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4 RESULTADOS

4.1 SELECCION DE LOS AISLAMIENTOS

De las 3965 muestras de heces que fueron procesadas en el Servicio de Microbiologia del Hospital
Clinico Universitario Lozano Blesa entre el 1 de Enero y el 30 de Junio de 2010 pertenecientes a 2685
pacientes (75,8 % de origen ambulatorio), se aislaron 178 enterobacterias resistentes a cefalosporinas
de tercera generacién (cefoperazona 32 mg/L) con un fenotipo compatible con la presencia de una B-
lactamasa que hidrolizaba la cefalosporina de tercera generacion presente en el medio de cultivo
utilizado para el screening, CCDA. Descartados 8 aislamientos compatibles con la presencia de una B-

lactamasa cromosdmica inducible AmpC, seleccionamos para este estudio un total de 170 aislamientos.

4.2 DETECCION DE LOS FENOTIPOS DE RESISTENCIA

Las 170 enterobacterias fueron identificadas mediante pruebas bioquimicas habituales (Kligler, SIM,

Lisina) dando como resultado 159 E. coli, 9 K. pneumoniae y 2 K. oxytoca.

Clasificacion por especie de los 170 aislados
estudiados

ME.coli HMK.pneumoniae LIK. oxytoca

1,2%

5,3% [

Figura 20

A los 170 aislamientos seleccionados por su resistencia a cefoperazona se les realizo los test de sinergia

descritos y la sensibilidad a distintos antibiéticos con/sin inhibidores de B-lactamasas mediante E-test
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para clasificarlos seguin su fenotipo en aislamientos posibles productoras de BLEE, cefamicinasas y/o

carba penemasas.

De los 170 aislamientos, fenotipicamente 20 fueron posibles productores de AmpC plasmidica (11,8%) y
150 fueron posibles productores de BLEE (al menos uno de los test realizados para BLEE positivos)
(88,2%). La mayoria de los aislamientos con una posible B-lactamasa plasmidica fueron E. coli (en el caso

de BLEEs, 141 de 150, y en las AmpC, 18 de 20).

e

W BLEES

B AmpC plasmidica

Figura 21. Aislamientos con posibles fenotipos de B-lactamasas plasmidicas

Los aislamientos con fenotipo compatible con producir una BLEE fueron clasificados por su resistencia a
cefotaxima y ceftazidima en dos categorias diferentes, aquellos cefotaxima resistente y ceftazidima
sensible (CTX R CAZ S) (fenotipo RS), y los que eran cefotaxima y ceftazidima resistentes (CTX R CAZ R)
(fenotipo RR), clasificacidon que nos sirvié para establecer el algoritmo de trabajo con una busqueda

orientada de los genes de resistencia responsables del fenotipo observado.

Los aislamientos con fenotipo compatible con producir una cefamicinasa plasmidica fueron todos

clasificados como fenotipo AmpC para su posterior estudio molecular.

Tabla 6. Bacterias seleccionadas por su compatibilidad de fenotipo como productoras de BLEE

E. coli 66 75 141
K. pneumoniae 6 1 7
K. oxytoca - 2 2
Total 73 78 150

A continuacidn se describen mediante dos algoritmos el niUmero de aislamientos seleccionados por
posibles productores de BLEE y posibles productores de AmpC plasmidica y el modo de proceder a
continuacion dependiendo del fenotipo encontrado y de la sensibilidad a cefotaxima, ceftazidima,

cefepime y cefoxitina.
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CTX-M

(PCR bla CTXuni, CTX-M-
1, CTX-M-9)

CTXR CAZR: SHV
73 aislamientos (PCR blaSHV)

BLEEs:
TEM

150 aislamientos (PCR bIaTEM)
(CT/CTL, TZ/TZL, PM/PML)

CTX-M

77 aislamientos (PCR bla CTXuni, CTX-M-
1, CTX-M-9, CTX-M-10)

CTXR CAZS:

Figura 22. Numero de aislamientos a los que se les realizé el algoritmo de trabajo de posible BLEE segtin el

fenotipo de resistencia obtenido

En aquellos aislamientos que independientemente de su fenotipo de resistencia (RR o RS) presentaban
sensibilidad disminuida o resistencia a cefoxitina y sensibilidad disminuida o resistencia a

amoxicilina/acido clavuldnico se les investigd la presencia de AmpC plasmidicas (20 aislamientos) y sélo
aquellas que dieron un resultado negativo fueron seleccionadas para investigar la presencia de BLEE (4

aislamientos).

A continuacién se muestra el algoritmo que se siguié en aquellos aislamientos que independientemente

de su resistencia a cefotaxima y ceftazidima fueron resistentes a cefoxitina.

PCR 6 familias pAmpC

Cefoxitina resistente
pAmpC

(CN/CNI)

PCR blaCMY-2

(<6 =14 mm)
20 aislamientos

PCR
blaDHA-1

Figura 23. Numero de aislamientos a los que se les realizé el algoritmo de trabajo con un fenotipo de posible

AmpC
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En cuanto a la presencia de carbapenemasas, se les realizé un test de screening a todos los aislamientos

con ertapenem. siendo éste para todos los aislamientos sensible por lo que no se encontré ninguin

portador fecal de enterobacteria con carbapenemasa.

4.3 PRESENCIA DE BLEEs

Se investigo la presencia de BLEEs a 150 aislamientos a los que hay que afiadir aquellos que tenian la
cefoxitina resistente y fueron incluidos en el grupo de estudio de presencia de AmpC plasmidica pero

resultaron ser negativas (4 aislamientos).

4.3.1 CONFIRMACION DE BLEEs MEDIANTE METODOS MOLECULARES

Tras la realizacién de las distintas PCR de las B-lactamasas tipo CTX-M (universal, 1, 9y 10), SHV y TEM
se obtuvo un resultado positivo de portadores fecales (positiva al menos una BLEE) en 151 de los casos
(3,8% del total de coprocultivos analizados que significa el 5,6% de los pacientes estudiados) siendo el

grupo mayoritario de BLEEs el grupo CTX-M-9 (52,3 %), seguido del grupo CTX-M-1 (35,1 %).

Tabla 7. Resultados obtenidos diferenciando seguin fenotipos para las distintas PCR de grupos de BLEEs realizadas

| GupoBlEEs  FenotpoRR  FevotpoRS  Toml
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70 A

50 +

40
30 47 HRR

20 A

Figura 24. Grafica comparativa diferenciando seguin fenotipos RR o RS para las distintas PCR de grupos de BLEEs

realizadas

37 aislamientos (24,5%) resultaron ser positivos a la presencia de dos enzimas; 27 al grupo CTX-M (14
del grupo CTX-M-1; 3 del grupo CTX-M-9; y 5 de CTX-M-universal) mas TEM (17,9%); y los 10 restantes a
CTX-M (4 del grupo CTX-M-9; y 2 del grupo CTX-M-1) mas SHV (6,6%). Ademas, 4 aislamientos
presentaron una CTX-M (3 del grupo CTX-M-1, y 1 de CTX-M-universal), una SHV y una TEM (2,65% del
total de BLEEs).

Figura 25. Porcentaje de aislamientos positivos segun el tipo de BLEE encontrada
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Figura 26. PCR CTX-M-9. La banda se encuentra en el gel a 856 pb.

420 3L 4586 N8O 011812 13 14,15

1017 pb

Figura 27. PCR CTX-M-1. La banda se encuentra en el gel a 1017 pb.
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11288130414 .15 .16

1080°pb

Figura 28. PCR TEM. La banda se situa en el gel a 1080 pb.

RS 4 56 a7 8ROR1 011 12 13:14 15

Figura 29. PCR SHV. La banda se situa en el gel a 930 pb.

En ausencia de ninguna BLEE del grupo CTX-M, se obtuvieron 3 aislamientos positivos a TEM y SHV (2%)
de las que dos correspondieron a K. pneumoniae y uno a E. coli; y 1 aislamiento que se corresponde con

un E. coli, que fue sélo positivo para la PCR de la B-lactamasa TEM (0.7%).
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4.3.2 CARACTERIZACION DE LAS BLEEs

Tras realizar la caracterizacién de las BLEEs mediante secuenciacion del amplicon obtenido mediante

PCR se obtuvieron los siguientes resultados:

Tabla 8. Resultados obtenidos por grupos CTX-M ya caracterizados

CTX-M-1  CTX-M-3  CTX-M-15 CTX-M-32 | CTX-M-9 CTX-M-14 CTX-M-24 CTX-M-27

13 1 31 8 5 72 1 1

La prevalencia de CTX-M respecto del total de portadores fecales estudiados en el Servicio de

Microbiologia fue del 5,5%.

La CTX-M-14 perteneciente al grupo CTX-M-9 resulté ser la BLEE mayoritaria del total de B-lactamasas
plasmidicas encontradas representando el 47,7% del total de aislamientos de BLEES. La segunda BLEE

mas frecuente fue CTX-M-15, perteneciente al grupo CTX-M-1 representando el 20%% de todas las

BLEEs.
I 28-CTXMOCTX-M-9c.ab1:2 =3 IoR =%
60 70 g0 20
- - - - - - - - - L o - = - L - - - - - - - - - L - - L - - - - - - - - - -
Cc T T T A T G c G Cc A G A Cc G A G T G Cc G G T G o A G C A A A A G Cc T G G €

Figura 30. Cromatograma del aislamiento n2 28 que tras el analisis de la secuencia resulté ser una enzima CTX-M-

14

En el grupo CTX-M-9, la B-lactamasa mayoritaria fue la CTX-M-14 (91% de las BLEEs de este grupo),
resultando ser un 47,7% del total de BLEEs, seguida por la CTX-M-9 (6,3% de las BLEEs de este grupo)

siendo un 3,3% del total de las BLEEs encontradas. También encontramos una BLEE CTX-M-24 y una

BLEE CTX-M-27.

59



4. Resultados

B-lactamasas plasmidicas del grupo CTX-M-9

1,3%_ 1,3%

m CTX-M-9

mCTX-M-14

m CTX-M-24
CTX-M-27

Figura 31

Respecto a las enzimas grupo CTX-M-1, la predominante fue CTX-M-15 (58% de las BLEEs de este grupo)
siendo el 20,5% del total de BLEEs), seguida de CTX-M-1 (24,15% de las BLEEs de este grupo) siendo el
8,6% del total de las BLEEs encontradas, de CTX-M-25 (15,1% de las BLEEs de este grupo). Una BLEE fue

caracterizada como CTX-M-3.

B-lactamasas plasmidicas del grupo CTX-M-1

= CTX-M-1
0,
1,9% B CTX-M-3
= CTX-M-15

CTX-M-32

Figura 32
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Query 24 MVKKSLRQFTLMATATVILLLGSVPLYAQTADVQQKLAELERQSGGRLGVALINTADNSQ &3
MVKKSLRQFTIMATATVILLLGSVPLYAQTADVQQKLAE LEROSGGRLGVALINTADNSQ
Sbjct 1 MVKKSLRQFTLMATATVILLLGSVPLYAQTADVQQKLAELERQSGGRLGVALINTADNSQ 60

Query 24 ILYRADERFAMCST SKVMARARVLKKSESEPNLLNQRVE IKKSDLVNYNPIAEKHVNGTM 143
ILYRADERFAMCSTSKVMA AAVLKKSESEPNLLNQRVE IKKSDLVNYNPIAEKHV+GTM
Sbjct 61 ILYRADERFAMCST SKVMAVAAVLKKSESEPNLLNQRVE IKKSDLVNYNPIAEKHVEGTM 120

Query 144 SLAELSARALQYSDNVAMNKLIRHVGGPASVIAFARQLGDETFRLDRTEPTLNTAIPGDP 203
SLAELSAARLQYSDNVAMNKLI+HVGGPASVIAFARQLGDETFRLDRTEPTLNTAIPGDP
Sbjct 121 SLAELSARALQYSDNVAMNKLISHVGGPASVIAFARQLGDETFRLDRTEPTLNTAIPGDP 180

Query 204 RDITSPRAMAQTLRNLTLGKALGDSQRAQLVIWMKGNTTGAASIQAGLPASWVVGDKIGS 263
RDTTS PRAMAQTLRNLTLGKALGD SQRAQLVIWMKGNTT GAASI QAGLPASWVVGDKT GS
Sbjct 181 RDITSPRAMAQTLRNLTLGKALGDSQRAQLVIWMKGNTTGAASIQAGLPASWVVGDKIGS 240

Query 264 GBYGTTNDIAVIWPKDRAPLILVIYFTQPQPKAESRRDVLASAAKIVIDGL 314
G YGTTNDIAVIWPKDRAPLILVI YFTQPQPKAE SRRDVLASARKIVI+GL
Sbjct 241 GDYGTINDIAVIWPKDRAPLILVIYFTQPQPKAESRRDVLASAAKIVINGL 291

Figura 33. Comparacion de la secuencia que codifica a la enzima CTX-M-1 (inferior) con el aislamiento n2 54
(superior). Resulté ser una enzima CTX-M-15 por las mutaciones que se observan remarcadas (los aminoacidos

80, 117, 143,242 y 289)

Se han obtenido 14 aislamientos con un fenotipo compatible a BLEE que sélo han resultado ser positivos
a la CTX-M-universal (9,3%), por lo que no han podido ser caracterizadas, y estdn a la espera de que se
les realice la PCR de otros grupos CTX-M minoritarios, como son el grupo CTX-M-2 y el grupo CTX-M-8.
De estos 14 aislamientos, se detectd en 6 de ellas la presencia concomitante de otras B-lactamasas (en 5

de ellas, TEM; y en 1, TEM y SHV).

4.3.3 CARACTERISTICAS DE LOS PORTADORES FECALES DE BLEEs

Respecto al sexo de los pacientes portadores fecales, 51,6% fueron hombres y 48,4% mujeres, con lo

que no se observaron diferencias apreciables.

Mujeres;

Hombres;
48,40%

51,60%

Figura 34. Grafico que representa los portadores fecales en funcion del sexo

En cuanto a la distribucion de las BLEEs obtenidas respecto a las edades de los pacientes, el grupo
mavyoritario fue en el grupo de edad entre 0-14 afios (37,8%), seguido de los pacientes del grupo de
edad de mayores de 65 afos, con un 23,8%, del grupo de edad de 26-50 afios, con un 22,5%, y de los
portadores del grupo de edad entre 51 y 65 afos, con un 10,6%; y por ultimo, el grupo de edad donde se

aislé un menor nimero de portadores fecales fue en el rango de edad de 15 a 25 afios, con un 5,3%.
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Edad de los portadores fecales

60

40

20

0-14 15-25 26-50 51-65

>65

Figura 35. Grafico que distribuye a los portadores fecales de BLEEs segun la edad

Resultados

Segun su procedencia, en 50 de los casos los pacientes eran de origen hospitalario (33,1%), y en 101 de

origen ambulatorio (66,9%).

En los pacientes de origen hospitalario no se presentd una gran diferencia entre los aislamientos con

una PB-lactamasa de los grupos CTX-M-1y CTX-M-9 mientras que en los pacientes ambulatorios la

diferencia fue mas acusada, con un predominio del grupo CTX-M-9.

60 -

50 -

40

30
20 A

Grupo CTX-M-1 Grupo CTX-M-9

B Hospitalizados

Ambulatorios

Figura 36. Grafica que relaciona el origen del paciente y los grupos CTX-M-1 y CTX-M-9

Respecto al total de pacientes que resultaron ser portadores de BLEE (151 pacientes), en pacientes

ambulatorios se aislé como enzima mayoritaria la CTX-M-14 con una prevalencia del 35% (en 53

pacientes) al igual que en los pacientes de origen hospitalario donde con una prevalencia del 12,6% fue

también la enzima mas frecuente.

Respecto al resto de grupos de BLEEs, la diferencia de prevalencia observada entre pacientes de origen

hospitalario y ambulatorio fue mas notable en las B-lactamasas CTX-M-1 con un 2%y un 6,6%,

respectivamente.
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Entre los tres tipos de CTX-M mas predominantes (CTX-M-1, CTX-M-14 y CTX-M-15), el que presenté

menores diferencias segun el origen del paciente fue la enzima CTX-M-15 (un 9,3% de origen

hospitalario y un 11,2% de origen ambulatorio).
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Figura 37. Grafica que relaciona el origen del paciente y los tipos de CTX-M aislados

Dentro los aislamientos de origen hospitalario, fue en el Servicio de Digestivo donde se aislaron mas

BLEEs, con un 26%, seguido de Urgencias y Medicina Interna, ambos con un 16%.
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Figura 38. Resultados de los pacientes de origen hospitalario por servicio
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4.4 PRESENCIA DE AmpC

Del total de los coprocultivos estudiados se seleccionaron 20 aislamientos con fenotipo AmpC para
investigar los genes de resistencia responsables del fenotipo AmpC. Los 20 aislamientos resultaron tener
un fenotipo de cefotaxima resistente y ceftazidima resistente, ademas de la cefoxitina resistente. En

cuanto al cefepime, el 85% de los aislamientos resultaron ser sensibles.

4.4.1 CONFIRMACION DE LAS AmpC PLASMIDICAS MEDIANTE METODOS
MOLECULARES

Tras realizar PCR a todos los aislamientos con 6 parejas de primers y posterior secuenciacién obtuvimos

que 13 de los aislamientos producian una enzima CMY-2 y 3 aislamientos una enzima DHA-1.

Cuatro cepas resultaron ser negativas a las seis familias de AmpC plasmidicas estudiadas por lo que se

estudid la posible presencia de BLEE. De ellas, tres resultaron ser positivas para una enzima CTX-M.

Cabe destacar que los 16 aislamientos productores de AmpC plasmidica fueron identificados como E.

coli.

15
10 B DHA-1
O CMY-2

5

0

Figura 39. Resultados de la caracterizacion de las AmpC plasmidicas producidas por los 16 E. coli
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4.4.2 CARACTERISTICAS DE LOS PORTADORES FECALES DE AmpC

Respecto al sexo de los pacientes, el 31,25% fueron hombres y el 68,75% mujeres.

Segun la edad, un 50% de los casos procedian de pacientes de grupo de edad de mayores de 65 afios,
seguidos de los pacientes de grupo de edad entre 0 y 14 afos, y del grupo de edad entre 26 y 50 afios,
con un 18,75%. En los tramos de edad entre 15y 25, y 51 y 65, solamente se aislé una B-lactamasas

plasmidica tipo AmpC en cada una de ellos (6,25% en cada rango).

0-14 15-25 26-50 51-65 >65

Figura 40. Grafico de las AmpC obtenidas distribuidas por rangos de edad

Segln su procedencia, el 56,3 % de los pacientes que portaban enterobacterias productoras de AmpC
plasmidicas eran pacientes ingresados en nuestro hospital mientras que el 43,7% de los pacientes

procedian de la comunidad, sector Il de Zaragoza.

De los pacientes hospitalizados, el 30 % procedian del Servicio de Digestivo, seguido de Pediatria
Lactantes y Medicina Interna con un 20 %. El resto de los pacientes estaban ingresados en diferentes

servicios del hospital.

Origen de las AmpC plasmidicas de ambito
hospitalario
11,1% o
11,1% 33,4% W Digestivo

EMIC

11.1% B Angiologia
m Endocrino
m Urgencias

0,
1 22,2% W Pediatria Lactantes

Figura 41
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4.5 PREVALENCIA DE LAS B-LACTAMASAS PLASMIDICAS

La prevalencia de BLEEs en los portadores fecales estudiados fue de un 5,6% en nuestro entorno.

Los tipos de BLEEs CTX-M con mayor predominio en los portadores fecales de nuestro sector fueron
CTX-M-14 (2,7%), seguido de CTX-M-15 (1,2%), porcentajes referidos respecto al total de pacientes

analizados.

Del resto de tipos de BLEE, ninguno alcanzé una prevalencia superior al 1%. De estas enzimas mds

minoritarias, destacan la CTX-M-1 con 0,5% y la CTX-M-32 con un 0,3%.

Tabla 9. Distribucion de los portadores fecales de AmpC respecto al total de pacientes (2685)

| TiposdeCTXM | CTX-M-1 CTX-M3 CTX-M-15 CTX-M-32 CTX-M9 CTX-M-14 CTX-M-24 CTX-M-27

1 31 8 5 72 1 1

0,04 1,2 0,3 0,2 2,7 0,04 0,04

Las B-lactamasas plasmidicas AmpC tuvieron una prevalencia en portadores fecales de 0,6%.

La prevalencia de la CMY-2, AmpC mayoritaria, fue de 0,5% respecto al total de pacientes analizados.

Tabla 10. Distribucion de los portadores fecales de AmpC respecto al total de pacientes (2685)
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5 DISCUSION

5.1 EPIDEMIOLOGIA DE LAS B-LACTAMASAS DE ESPECTRO EXTENDIDO

5.1.1 EPIDEMIOLOGIA DE LAS BLEEs EN NUESTRA REGION

Los datos de nuestro trabajo indican durante el periodo estudiado (entre 1 de Enero a 30 de Junio de
2010) una prevalencia de 5,6% de portadores fecales de bacterias productoras de BLEE pertenecientes

al Sector Ill de Zaragoza

En nuestro hospital se realizd un estudio de caracteristicas similares durante dos periodos de tiempo

separados entre si 17 meses (112).

Entre Abril de 2002 y Febrero de 2003 se obtuvo un 2,3% de portadores fecales de aislamientos
productores de BLEEs, y entre Agosto de 2004 y Julio de 2005 se encontrdé un 7,4% lo que denota un
aumento significativo, siendo un 2,5% de portadores fecales de origen hospitalario y un 2,1% de origen
ambulatorio en 2002, y en el caso de 2004, fueron un 8,1% y 7,2%, respectivamente (112). Comparando
estos estudios con el trabajo llevado a cabo actualmente, se puede observar que desde 2005 las cifras
se mantienen en un porcentaje considerable, si bien parece que incluso ha disminuido la prevalencia de

portadores en nuestro sector.

En nuestro trabajo, los pacientes portadores fecales de origen hospitalario representaron el 1,9%
mientras que los de origen ambulatorio fueron un 2,8%. Como se puede observar, el porcentaje de los
pacientes portadores fecales de origen ambulatorio fue mayor que los de origen hospitalario siendo una
diferencia con los estudios llevados a cabo anteriormente donde en los dos casos el porcentaje

mayoritario fue de pacientes portadores fecales de origen hospitalario.

En dicho estudio (112), el 75,5 % de los pacientes analizados procedia de origen ambulatorio mientras
que en nuestro estudio fue de un 75,8%, por lo que la relacién entre pacientes de origen ambulatorio y

hospitalario fue similar.
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5.1.2 EPIDEMIOLOGIA DE LAS BLEEs EN ESPANA

En Espafia, se realizd un estudio nacional en el afio 2000 en el que participaron cerca de 40 hospitales

para establecer un mapa de la epidemiologia de las BLEEs en Espafia por comunidades (99).

Desde entonces, el panorama nacional ha cambiado bastante como veremos a continuacion. Las BLEEs

SHV y TEM ya no son las mas abundantes y han dejado paso a la familia CTX-M.

Eeo o Ese
CTX-M-10 SHV 2 E@ CTX-M-9
CTX-M-14 CTX-MH SHV 12 8

Kp
SHV 12 L
TEM 10
TEM 28

TEM 116
CTX-MS
CTXM-14

MAVARRA TEM 29
LA RIOJA SHV 12

2 CTX- M9
CASTILLA Y LEON S

TEM2S
SHV 2

CTX-M9
CTXM 14

K
TEM 3

Figura 42. Mapa de Espafia de distribucion de las BLEEs en 2005 en muestras clinicas (97)

En un estudio realizado de portadores fecales en Madrid, durante dos periodos de tiempo, aislaron
BLEEsen el 0,3%y 0,7% en 1991, y en el 11,8% y 5,5% en 2003 (en pacientes de origen hospitalario y
ambulatorio, respectivamente) (96). En el mismo hospital realizaron un nuevo estudio en 2010 en el que

los pacientes hospitalizados representaban el 8,9% y los de origen ambulatorio el 7,9%. (113).

En nuestro trabajo, los datos obtenidos de pacientes portadores fecales segun su origen son de 7,7% en
pacientes hospitalizados (50 de 649 pacientes) y de 5% de origen ambulatorio (101 de 2036 pacientes).
Observamos que la prevalencia de pacientes portadores de BLEE de origen hospitalario es mayor que los

de procedencia ambulatoria, aunque se observa que en los dos casos hay una tendencia al alza.
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En otro estudio que se llevo a cabo en Barcelona durante tres periodos entre 2001 y 2002, se investigd
la prevalencia de portadores fecales de BLEEs en pacientes ambulatorios, y obtuvieron unos datos de
2,1%, 3,8% y 7,5% de aislamientos de E. coliy E. cloacae con BLEE en cada periodo de tiempo,
respectivamente. También podemos ver que hay un aumento de la aparicién de BLEEs en un breve

espacio de tiempo (114). Esto se correlaciona con los datos obtenidos en los demas estudios.

Respecto a las BLEES encontradas, en nuestro estudio, un 52,3% pertenecian al grupo CTX-M-9 y un

35,1% al grupo CTX-M-1. La B-lactamasa plasmidica mayoritaria fue la CTX-M-14 con un 43,1%.

Dentro del grupo CTX-M-9, la BLEE mayoritaria fue la CTX-M-14 (47,7% del total), seguida de la CTX-M-9
(6,3%). En cuanto al grupo CTX-M-1, un 20,5% del total de BLEEs resultd ser CTX-M-15 y de CTX-M-1 se

aislaron un 8,6%.

En el estudio realizado por Valverde y col. en 2004 (96), obtuvieron un 32,1% de CTX-M-14, un 21,4% de
CTX-M-9 y un 3,6% de CTX-M-10.

Rodriguez-Bafio y col. obtuvieron en 2008, un porcentaje superior a 64% de portadores fecales de BLEE,
aunque el grupo en el que realizé el estudio tenian una infeccién de tracto urinario (ITU) adquirida en la
comunidad con un cultivo positivo para E. coli portador de BLEE. Ademas, se analizaron en grupo de

pacientes no relacionados con los pacientes con ITU y se obtuvo una prevalencia de 7,4 %(102).

Otro estudio realizado en el 2008 en el que se incluian muestras clinicas y portadores fecales, mostro
que el grupo CTX-M-9 es el mas representado en Espafia, y en particular, el grupo CTX-M-14 en E. coli

(115).

En el trabajo realizado por Paniagua y col. en 2010 estudiando la presencia de portadores fecales, un
40% de las BLEEs encontradas pertenecian al grupo CTX-M-9, siendo la mayoritaria la CTX-M-14, seguida
del grupo CTX-M-1 donde la predominante fue la enzima CTX-M-15. En este ultimo trabajo, un 38% de
las BLEEs en pacientes ambulatorios fueron CTX-M-14, mientras que en los pacientes hospitalizados, un

75% fueron CTX-M-15. Ademas, asilaron un 29% de SHV y un 4,4% de TEM (113).

Comparando nuestros resultados con los trabajos anteriormente expuestos, se puede observar que el
grupo mayoritario de BLEE es CTX-M-9 seguido del grupo CTX-M-1. La CTX-M-14 es la enzima
predominante en estos trabajos. Cabe destacar que la CTX-M-15 es la segunda enzima mas abundante.
Por el contrario, en nuestro estudio sélo se encontré una enzima CTX-M-10, que comparado con otros
estudios, su presencia es inferior. En cuanto a los demas grupos de BLEES, se obtuvo un 20,5% de TEM y
un 8,6% de SHV, resultados invertidos a los obtenidos en el trabajo de Paniagua, donde se aprecia que la

presencia del grupo SHV fue superior al grupo TEM.
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5.1.3 EPIDEMIOLOGIA DE LAS BLEEs EN EUROPA

La prevalencia de BLEEs en Europa es mas alta que en Estados Unidos pero mas baja que en Asia 'y
Sudameérica aunque se han observado importantes diferencias entre paises europeos (115). (Canton,

2008)

En dicho estudio establecieron la distribucién de las B-lactamasas plasmidicas CTX-M en Europa, como

vemos en el siguiente mapa:

I Endemicity Sporadic reports

~

 CTXM- 3,15

| CTX-M-14 | 33

| CTXM-14 |

| CTX-M-9, -14, 18, 19,20, 21 |

Figura 43. Distribucion de las CTX-M en Europa en 2008 (115)

En un estudio multicéntrico en el que participaron hospitales de varios paises europeos se encontré un
3,2% de BLEEs, en el que el 0,5% correspondid a E. coliy el 2,7% a K. pneumoniae. Esto es una gran
diferencia con nuestros datos ya que E. coli representd el 5,8% frente al 0,3% de K. pneumoniae (99,

115).

En un estudio de vigilancia epidemioldgica europeo en 2005 se observé una prevalencia alta de BLEEs en
diversos paises del este de Europa como Bulgaria con un 28% o Rumania, con un 16% (incluian la

presencia de BLEEs en portadores fecales) (116, 117).
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Es notable que la B-lactamasa CTX-M-15 es la enzima dominante del oeste de Europa; en Reino Unido,

Italia, Francia y Portugal esta enzima se estd expandiendo rapidamente (80).

En un estudio realizado en Francia, la prevalencia de portadores fecales de BLEEs fue de un 15,8%.
Separadas por grupos, las prevalencias fueron de 9,2% para TEM, 5,9% para CTX-M 0,7% para SHV.
Dentro del grupo de las B-lactamasas CTX-M, el 89% fueron CTX-M-15; y dentro de las BLEEs, las enzimas

del grupo TEM fueron las mas abundantes con un 58,3%. (118)

En Suecia, se observd en 2008 una prevalencia de portadores fecales de BLEEs del 1,9% y en 2010 del
5%. El grupo CTX-M-1 fue el grupo dominante dentro de las B-lactamasas plasmidicas. Otros estudios

recientes demuestran que en Suecia las bacterias productoras de BLEEs estan en aumento. (119)

Todos estos datos que se corresponden con paises europeos muestran como grupo mayoritario el CTX-
M-1, y dentro de él, la CTX-M-15, mientras que en Espafia, y en concreto en nuestro estudio, el grupo

predominante es el grupo CTX-M-9, y en concreto, la CTX-M-14.

5.1.4 EPIDEMIOLOGIA DE LAS BLEEs EN ASIA

Un estudio realizado en la India en el afio 2010 sobre portadores de BLEEs en la UCI mostrd una alta
tasas de colonizacion, en la que predominaban las BLEEs del grupo CTX-M (83,3%), seguidas de las TEM
(54.3%) y de las SHV (32.6%) (120).

En Indonesia, en un trabajo realizado en 2012 se obtuvo un 9,5% de portadores fecales de BLEEs. La
CTX-M-15 resulto ser la enzima mas prevalente (43%). La enterobacteria en la que se aislaron mas BLEEs
fue el E. coli con un 92,6%, distribuyéndose las enzimas que codificaron en CTX-M-15, con el 47,1%, en
CTX-M-14 con un 10,3%, y en CTX-M-9, con un 7,4%. En el resto de enterobacterias, se aislaron un
35,9% de CTX-M-15, y un 5,1% de CTX-M-9. En total de las enterobacterias, la CTX-M-14 y la CTX-M-9

supusieron un 6,5% cada una(121).

Se obtuvo una prevalencia de 20,3% de portadores de BLEEs en un estudio llevado a cabo en Corea en el

afio 2012, siendo el E. coli la enterobacteria mayoritaria con un 96,6% (122).

En un estudio similar en Japdn, el resultado de portadores fecales de BLEEs fue, sin embargo, de un
69,3%. El grupo CTX-M supuso un 65,7% del total de B-lactamasas plasmidicas encontradas, siendo el
60,6% del grupo CXT-M-9, y el 38,7% del grupo CTX-M-1. La bacteria predominante fue el E. coli con un
85,4% (123).

En Asia se observa una alta tasa de portadores fecales en comparacién con Europa, y en concreto, con el

estudio del presente documento.
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En el siguiente mapa se observa la distribucién de las CTX-M en el afio 2006 (124):

CTX-M group
B CTX-M-1
B CTX-M-2
I CTX-M-8
CTX-M-9

I Endemicity [  Sporadic reports [] Nodata

Figura 44 Distribucion de las areas geograficas de las CTX-M en el afio 2006 (124)

5.1.5 EPIDEMIOLOGIA DE LAS BLEEs EN AFRICA

En un estudio llevado a cabo en Tunez en 2011, tuvieron una prevalencia de portadores fecales de un

7,3%, siendo el grupo predominante el CTX-M-1 con un 81,8% (125).

En otro trabajo de 2011, en Madagascar, un 10,1% del total de pacientes analizados resultaron ser
portadores fecales de BLEEs. Dentro del grupo CTX-M-1, resulté ser la CTX-M-15 la enzima mayoritaria

(126).

En los datos presentados en un estudio en Camerun en el afio 2012, dividieron los pacientes entre
ambulatorios, con un 23,1% de portadores fecales de BLEEs, y voluntarios sanos, con 6,7%. El grupo

mayoritario fue el CTX-M-1 con un 97% (de ellas, 98%, CTX-M-15, y un 2%, CTX-M-1) (127).

En Africa, los datos son un poco dispares en cuanto a la prevalencia de portadores fecales de BLEEs,
pero si coincide en todos los casos que la enzima predominante fue del grupo CTX-M-1. Esto es una

diferencia respecto a nuestro estudio ya que el grupo mayoritario obtenido fue el CTX-M-9.
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5.2 EPIDEMIOLOGIA DE LAS AmpC

En cuanto a las AmpC, no hay muchos estudios de estas f-lactamasas plasmidicas en portadores fecales
por lo que no se ha podido comparar los resultados obtenidos. Lo que si que es cierto es que las AmpC

estdn teniendo cada vez mds importancia en el panorama de las resistencias a antibidticos.

El porcentaje de AmpC respecto al total de las B-lactamasas plasmidicas fue de 9,6% y representé un

0,6% del total de pacientes estudiados.

5.3 INTERES DEL ESTUDIO

La resistencia bacteriana a los antimicrobianos, y en particular la produccién de B-lactamasas
plasmidicas (BLEEs, cefamicinasas, carbapenemasas), es un grave problema descrito principalmente en
cepas de origen clinico. Sin embargo, no existen muchos datos sobre la prevalencia y la capacidad de

difusion de estas resistencias en otros ambientes como puede ser la colonizacion fecal.

Los datos de diferentes estudios demuestran el interés de realizar cada cierto tiempo estudios en la
poblacién sana y en la hospitalizada del estado de portador de B-lactamasas plasmidicas por ser
considerado un factor de riesgo en pacientes que posteriormente padezcan infecciones por flora

enddgena, como infecciones intraabdominales, peritoneales o urinarias.

También se considera como factor de riesgo ser portador fecal en aquellos casos de padecer una
infeccion polimicrobiana por microrganismos multirresitentes productores de BLEEs, cefamicinasas y/o

carbapenemasas.
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6 CONCLUSIONES

e Coincidiendo con la prevalencia encontrada en infecciones clinicas, destacamos en nuestro
medio una elevada presencia de portadores fecales de Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae y
Klebsiella oxytoca productores de B-lactamasas de espectro extendido, fundamentalmente en
la primera especie. Estos datos estan de acuerdo con la tendencia ascendente de las cifras

descritas para Escherichia coli en las diversas publicaciones nacionales e internacionales.

e  Con los datos obtenidos, podemos observar que en nuestro sector la progresion de la presencia
de B-lactamasas plasmidicas en portadores fecales se ha estabilizado en los Ultimos afios

manteniéndose una prevalencia en torno al 5%.

® En nuestro trabajo se encontraron B-lactamasas de espectro extendido de los grupos CTX-M-9
(tipos CTX-M-9, CTX-M-14, CTX-M-24, CTX-M-27), CTX-M-1 (CTX-M-1, CTX-M-3, CTX-M-15, CTX-
M-32), CTX-M-10, TEM y SHV con un predominio importante de la enzima CTX-M-14. Esta
distribucion es coincidente con los estudios realizados en otros centros hospitalarios del pais en
los que se ha descrito aumento de la presencia de enzimas del grupo CTX-M, en particular CTX-
M-14 y diferente a lo encontrado en otros paises de Europa donde CTX-M-15 y TEM son las

enzimas predominantes

e Dos tercios de las especies productoras de -lactamasas de espectro extendido se aislaron en
pacientes de origen ambulatorio. Esto puede estar en relacién con el importante consumo de

antibidticos de amplio espectro en el medio extrahospitalario.
® En cuanto las B-lactamasas plasmidicas AmpC, constatamos la emergencia de E. coli
productores de CMY-2 en E. coli de la flora intestinal por primera vez en nuestro sector

sanitario. CMY-2 y DHA-1 fueron las dos enzimas encontradas.

e  Todavia no ha emergido la presencia de carbapenemasas plasmidicas en portadores fecales

aunque habrd que continuar la vigilancia epidemioldgica.
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7 LIMITACIONES DEL ESTUDIO

Una limitacién de nuestro estudio fue el medio que utilizamos como screening para discriminar las
enterobacterias con un posible mecanismo de resistencia tipo BLEE o0 AmpC. La concentracion de
cefoperazona en el medio CCDA es de 32 pg/L, que era la concentracion que estaba considerada como
el punto de corte establecido por el CLSI (104) para el cribaje de BLEEs hasta el afio 2011, Este punto de
corte ha cambiado y actualmente es de 2ug/L por lo que siguiendo las recomendaciones de hoy en dia,
podriamos haber perdido alguna enterobacteria que podria tener una B-lactamasa plasmidica que no

habria crecido a esa concentracion pero si podria haberlo hecho a una de 2ug/L.
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