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ABREVIATURAS

AmpC: Cefalosporinasa de tipo AmpC

BLEE: B-lactamasas de espectro extendido

CDC: “Centers for Disease Control and Prevention”

CMI: Concentracion Minimalnhibitoria

CNM: Centro Nacional de Microbiologia

DPA: acido dipicolinico

E: Especificidad

EARS-Net:”"European Antimicrobial Resistance Surveillance Network”
ECDC: “European Centre for Disease Prevention and Control”

EDTA: acido etilendiaminotetraacético

EEE: Espacio Econdmico Europeo

EPC: Enterobacterias Productoras de Carbapenemasas

EUCAST: “European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing”
HUMS: Hospital Universitario Miguel Servet

I: Intermedio

IMP: “active on imipenem” metalobetalactamasa
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KPC: “Klebsiella pneumoniae Carbapenemase”.

MALDI-TOF: “Matrix assisted laser desorption ionization-time of flight”

MBL: Metalobetalactamasa

NDM: New Delhi metalobetalactamasa

OMS: Organizacidon Mundial de la Salud

OXA: “Oxacillin-hydrolyzing”

pAmpC: Cefalosporinasa de tipo AmpC plasmidica

PBA: Acido bordnico

PBP: “Penicillin binding protein”

PVRA-CNM: Programa de Vigilancia del Centro Nacional de Microbiologia

R: Resistente

S: Sensibilidad

UE: Unidon Europea

VIM: “Verona integrated metalobetalactamase”.

VPP: Valor Predictivo Positivo

VPN: Valor Predictivo Negativo
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RESUMEN

Durante los Ultimos afios se ha producido la aparicion y dispersién de
enterobacterias productoras de enzimas que confieren resistencia a todos los
antibioticos B-lactdamicos, incluyendo los antibidticos carbapenémicos. Estas
enzimas, denominadas genéricamente carbapenemasas, pertenecen a las clases
A, By D de Ambler, donde se incluyen las tipo KPC, VIM y OXA.

En nuestro ambito sanitario esto supone una grave amenaza para la salud de los
pacientes y para la salud publica, ya que las infecciones producidas por estas
cepas estan asociadas a unas elevadas tasas de mortalidad y tienen una amplia
capacidad de diseminacidon intra e interhospitalaria. Con frecuencia las cepas
productoras de carbapenemasas presentan resistencia a otras familias de
antibioticos, lo cual limita de manera importante las opciones terapéuticas y

dificulta su control.

El objetivo de este trabajo ha sido evaluar de forma retrospectiva la presencia de
carbapenemasas en enterobacterias aisladas en el HUMS en los ultimos dos afios
(2013-2014), asi como caracterizar otros mecanismos de resistencia adicionales
(produccién de BLEE, AmpC) que también pueden producir, en combinacién con

la pérdida de porinas, sensibilidad disminuida a los carbapenémicos.

Se seleccionaron aquellos aislados con CMI elevada a ertapenem (= 0,5 mg/l),
imipenem (= 1 6 =2 mg/l segun panel de sensibilidad antibiética empleado) o
meropenem (= 1 mg/l) detectadas por microdilucion (MicroScan WalkAway
Siemens) y/o con halos de inhibicion <25 mm para meropenem y/o ertapenem
0<23 mm para imipenem. La deteccidon fenotipica de carbapenemasas, BLEE vy
AmpC se realizd mediante prueba de discos combinados, y la confirmacion

molecular mediante PCR convencional multiple.
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En total se identificaron 88 aislados con pérdida de sensibilidad a carbapenems
durante el periodo 2013-2014. Las especies de Enterobacteriaceae mas
prevalentes fueron Enterobacter spp. (33%, n=29), seguido de Klebsiella spp,
(20%, n=18) y Escherichia coli (18%, n=16). De los 63 aislados estudiados
molecularmente, dos se confirmaron por PCR como productores de
carbapenemasa tipo OXA-48 (Klebsiella pneumoniae y Citrobacter koseri), el
39,6% (25/63) se confirmaron como productores de BLEE y el 14,2% (9/63)

como productores de AmpC).

La implantacidon de técnicas moleculares de confirmacién es imprescindible para
un correcto diagndstico microbioldgico. Por el momento se han detectado dos
casos de Enterobacteriaceae Productoras de Carbapenemasa (EPC) en nuestro
hospital (OXA-48), autolimitados y sin propagacion para otros pacientes. Sin
embargo, dada la situacién existente en otras zonas de Espafia y la facil y rapida

diseminacion de estas cepas es necesario seguir reforzando la vigilancia de EPC.



Trabajo de Fin de Master | 2015

INTRODUCCION

1.Estado de la cuestion y dimension del problema

La resistencia antibidtica supone una seria amenaza para la salud publica.
Durante los Ultimos afios se ha producido un importante aumento de
microorganismos multirresistentes a multiples antibidticos, hasta convertirse en
una emergencia sanitaria segun todas las agencias internacionales de salud,
llegando a disefiar programas de vigilancia y optimizacion del uso de
antimicrobianos, y promocionando medidas para el control de las infecciones
(ECDC Surveillance Report 2014).

En EEUU se estima que mas de dos millones de personas enferman cada aifo
debido a infecciones producidas por microorganismos resistentes a antibidticos,
produciendo al menos unas 23.000 muertes. (CDC Antibiotic Resistance Threats
in the United States, 2013).

Las enterobacterias son una de las familias bacterianas que presentan con mas
frecuencia resistencia antibiética. El principal mecanismo de resistencia a los
antibioticos B-lactamicos es el enzimatico, debido a la produccién de B-
lactamasas. Entre estas enzimas, las que han tenido una mayor relevancia clinica
en la primera década del siglo XXI por su perfil hidrolitico y prevalencia son las
gue generan resistencia a las cefalosporinas de tercera generacion, como las B-
lactamasas de espectro extendido (BLEE) y las B-lactamasas del tipo AmpC; en
ambos casos los antibidticos carbapenémicos, como son el imipenem, el
meropenem, el doripenem y el ertapenem, mantienen su actividad (Oteo et al.
2013).

Sin embargo, en los ultimos anos se ha producido la aparicidn y dispersion de

enterobacterias productoras de enzimas, denominadas genéricamente
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carbapenemasas, que confieren resistencia a todos los antibidticos B-lactamicos

incluidos los carbapenems (Oteo et al. 2013).

Con frecuencia las cepas productoras de carbapenemasas presentan
corresistencias a otras familias de antibidticos no B-lactamicos, por lo que es
habitual la existencia de casos de resistencia extensa (aislado no sensible al
menos a un agente en todas categorias de antimicrobianos excepto en dos) o
panresistencia (resistencia a todos los agentes antimicrobianos), segun las
definiciones de Magiorakos et al. 2012. Frente a estos casos las opciones

terapéuticas estan muy limitadas.

Las enterobacterias productoras de estas enzimas se han convertido en un
problema clinico y de salud publica emergente, en continua evolucién y con una
alta velocidad de diseminacion intra e interhospitalaria, de dificil control y
tratamiento (Com. de Madrid, 2013).

2. Epidemiologia

2.1 Situacion mundial

Segun datos de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), se han detectado
casos de EPC en todas las regiones de la OMS (Figura 1, tomada de Antimicrobial
Resistance Global Report on Surveillance 2014, OMS), superando el 50% de

casos publicados en dos zonas (Europa y zona mediterranea del este).
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Figura 1. Fuentes de datos sobre K pneumoniae y resistencia a carbapenems.
Tomado de: WHO “Antimicrobial Resistance Global Report on Surveillance 2014”, disponible en
http://www.who.int/drugresistance/documents/surveillancereport/en

2.2 Situacion en Europa

Durante los ultimos cuatro afios, se ha producido un incremento significativo en
la resistencia combinada a multiples antibidticos en E. coli y Klebsiella
pneumoniae en mas de un tercio de los paises de la UE/EEE. (Annual

epidemiological report, ECDC 2014)

EARS-Net es la red oficial europea coordinada por el ECDC para la vigilancia,
estudio y control de la resistencia a antibiéticos en patégenos invasivos. Segun el
informe anual presentado en 2012, la resistencia de E. coli a carbapenems
contindia siendo baja en Europa (0.1%), oscilando segun porcentajes nacionales
de un 0 a un 2,6% (Bulgaria); si bien es cierto que en el 2013 el porcentaje va
en aumento (Figura 2). Del mismo modo pero con cifras mas alarmantes, los

aislados de K. pneumoniae resistentes a carbapenems han experimentado una


http://www.who.int/drugresistance/documents/surveillancereport/en/

Trabajo de Fin de Master | 2015

significativa tendencia al aumento desde el afio 2009 hasta el 2012, con
porcentajes que van de 0 (7 paises) hasta un 60.5% (Grecia) (Figuras3y 4).
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Figura 2. Proporcion de aislados E. coli no sensibles a carbapemens (R+I) entre
los paises participantes en 2013.
Tomado de ECDC, EARS-Net 2013. Disponible en:

http://ecdc.europa.eu/en/healthtopics/antimicrobial_resistance/database/Pages/graph_reports.asp
X



Trabajo de Fin de Master | 2015

Proportion of Carbapenems Resistant (R+I)
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Figura 3. Proporcion de aislados K. pneumoniae no sensibles a carbapenems

(R+1I) entre los paises participantes en 2013.
Tomado de ECDC, EARS-Net 2013. Disponible en:

http://ecdc.europa.eu/en/healthtopics/antimicrobial_resistance/database/Pages/graph_reports.aspx
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Figura 4. Proporcion de aislados K. pneumoniae no sensibles a carbapenems

(R+I) entre los paises participantes en 2013.
Tomado de ECDC, Annual epidemiological report. Antimicrobial resistance and healthcare-
associated infections 2014.

2.3 Situacion en Espaia

En el afio 2005 se describié por primera vez la produccidon de carbapenemasas en
enterobacterias en Espafia, una cepa Metalo-B-lactamasa (MBL) del tipo VIM-1.
En los afios posteriores se detectaron casos esporadicos y algun brote aislado de
enterobacterias productoras de MBL, principalmente VIM e IMP. Sin embargo,
durante los ultimos afos la situacion ha cambiado drasticamente, con un
aumento global de los casos detectados, principalmente en K. pneumoniae,

seguida de Enterobacter spp., con un incremento del tipo de carbapenemasas y
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con un numero mayor de hospitales afectados por grandes brotes a lo largo de la

geografia espafola (Oteo et al. 2014).

Las ultimas publicaciones del Centro Nacional de Microbiologia (CNM) muestran

un aumento de estos aislados en nuestro pais.

Hasta abril de 2009 no se describié el primer caso de carbapenemasa
OXA-48. Desde entonces se han producido grandes brotes y casos aislados
de enterobacterias, fundamentalmente K. pneumoniae productoras de
OXA-48 en varias hospitales de la geografia espafiola, representando el
mayor porcentaje de EPC en Espafia segun el proyecto EuSCAPE
presentado en el 2014 (Aracilet al.2014). En un trabajo reciente (Ortegaet
al. 2014) se confirma ademas el aumento de los aislamientos de E. coli

productores de carbapenemasas, principalmente OXA-48.

La aparicion de la carbapenemasa KPC en 2010, aunque se mantiene en
una prevalencia globalmente baja, estd produciendo importantes brotes.
Segun los datos obtenidos por el Programa de Vigilancia del Centro
Nacional de Microbiologia (PVRA-CNM), las enterobacterias productoras de
KPC, principalmente K. pneumoniae productora de KPC-2, estan
aumentando en los Ultimos afios en Espafia. La principal causa de dicho
aumento es la diseminacion clonal interhospitalaria de determinados

clones exitosos de K. pneumoniae (Oteo et al. 2015).

La deteccién de cepas aisladas productoras de NDM-1 se han relacionado

con una estancia previa en la India. (Gil-Romero et al.2012).

Se ha registrado un aumento significativo de hospitales que comunican
casos de enterobacterias productoras de carbapenemasas. En 2009, el
PVRA-CNM recibié cepas procedentes de 6 hospitales, mientras que en
2012 las recibié de 30(Oteo et al. 2013).
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Paralelamente al incremento de enterobacterias productoras de
carbapenemasas en el medio hospitalario, se estd produciendo un
aumento de su deteccidn en pacientes extrahospitalarios, lo que aumenta

el riesgo de una rapida diseminacion en la comunidad (Oteo et al. 2013).

180

160

140

120

2009
B 2010
80 m 2011
W 2012

100

60

40

20

OXA-48 group VIM-1 IMP group KPC-2

Oteo et al. AAC 2013; 57 (12): 6344-6347.

Figura 5. Tendencia evolutiva (2009-2012) de aislamientos de enterobacterias
productoras de carbapenemasas en Espaia segun el Programa de Vigilancia del

CNM (ISCIII)
Tomado de: Oteo et al. 2013.

2.4 Situacion en Aragon

Segun el Estudionacional GEIH/GEMARA/REIPI sobre Enterobacterias productoras

de carbapenemasas (Oteo et al. 2013), en la Comunidad Auténoma de Aragodn

no se habia producido ningliin caso de EPC hasta el afno 2013.

Revisando la bibliografia, no se encuentran otras publicaciones sobre deteccion

de EPC en nuestra comunidad hasta este ultimo afio (Bueno et al. 2015), donde
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concluyen que el porcentaje de EPC es menor que en otras regiones espafolas

(0.044%) y detectan genes codificantes de MBL en 9 cepas de enterobacterias.

Distribucién de carbapenemasas por provincias

43/80 (53,7%) hospitales al menos | caso
18/33 (54,5%) provincias al menos | caso

20-50 casos B G IE
o e O l

@  1-2 casos
@ 3-10casos @ >50casos
Q@ 11-19 casos @ - 100casos

Figura 6. Distribucion de carbapenemasas por provincias.
Tomado de: Oteo et al. 2013.
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Prevalencia de infecciones por Kpn and Entb productoras
de carbapenemasa por provincias

*Entb >4%
Y Entb >1-<3% Y Entb <1%
@® «p>4% @ Kp >1-<3% O No casos oo

O Kp >3-<4% @ Kp <1% @ Casossin prev.

Figura 7. Prevalencia de infecciones por K. pneumoniae y Enterobacter spp
productoras de carbapenemasas por provincias.
Tomado de: Oteo et a/l.2013

3. Implicaciones clinicas

Existen dos tipos de clasificacion de B-lactamasas, segun dos propiedades: una

funcional y otra molecular (Queenan et al. 2007)

La clasificacién funcional divide a las B-lactamasas en cuatro grupos, de acuerdo
a sus tasas de hidrélisis para un amplio espectro de sustratos B-lactamicos y sus
perfiles de inhibicién. Dentro de esta clasificacion, las carbapenemasas se

encuentran en el subgrupo 2f y grupo 3 (Queenan et al. 2007).
La clasificacion molecular se determina por la homologia entre aminoacidos,

dividiendo a las B-lactamasas en cuatro grupos bien correlacionados con la

clasificacién funcional pero sin tener en cuenta la capacidad enzimatica. Las
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clases moleculares A, C y D incluyen a las B-lactamasas con serina en su sitio
activo, mientras que las de tipo B son metaloenzimas con zinc en su sitio activo
(Queenan et al. 2007).

Segun esta clasificacion molecular de Ambler (Ambler, 1980) las
carbapenemasas pertenecen a las clases A, B y D:
e Clase A, principalmente enzimas del tipo KPC
e Clase B 6 metalo-B-lactamasas dependientes de zinc, principalmente del
tipo VIM, IMP y NDM
e (Clase D, enzimas tipo OXA-48

Clase Inhibicion por
. o
molecular’  Epzimas ATM  Microorganismos Localizacion
(Grupo CLA EDTA genética
funcionalz)
A (2) Sme, IMI, NmcA + - R Serratia marcscens Crom
Enterobacter cloacae
KPC + - R Enterobacterias Pl
GES + - R Enterobacterias Pl
Pseudomonas aeruginosa
B (3) L1 - + S/IR®  Sten otrophomonas maltophilia Crom
CcrA Bacteroides. fragilis
Cpha Aeromonas hydrophila
Bcll Bacillus cereus
IMP, SPM, SIM, - + S Enterobacterias Pl (Crom)*
GIM, VIM, AIM, Pseudomonas spp.
DIM, KHM, NDM BGMNNF
D (2df) OXA (OXA-48) + - S Acinefobacter baumannii, Crom, PI1
Pseudomonas aeruginosa
Enterobacterias
Segln la clasificacion de Ambler, “segin la clasificacion de Bush y Jacoby, 2010; “puede aparecer resistente por la
coexistencia con ofros mecanismos de resistencia, *ocasionalmente de codificacion cromosémica. CLA, acido clavulanico;
ATM, aztreonam; BGNNF, bacilos gramnegatives no fermentadores; P, plasmidica; Crom, cromosomica

Figura 8. Clasificacion general de las carbapenemasas
Tomado de: Cercenado et al.SEIMC 2011

Los determinantes genéticos que codifican las carbapenemasas frecuentemente
estdan asociados a plasmidos conjugativos que facilitan su diseminacion.
Asimismo, y aunque no de manera exclusiva, suelen estar presentes en los
denominados clones de alto riesgo que tienen un caracter epidémico y que
favorecen su persistencia (Com. de Madrid 2013).

Ambas caracteristicas favorecen su rapida diseminacion inter e intrahospitalaria y

su dificil control.

©
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Desde un punto de vista clinico, los principales factores de riesgo para la
colonizacién e infeccion por estas cepas son la estancia en UCI, la administracion
de antibioterapia de amplio espectro de forma prolongada, la cirugia, los
procedimientos instrumentales invasivos y la inmunosupresién. Las tasas de
mortalidad son altas, oscilando entre el 18 y el 60% en casos de infeccidén por K.
pneumoniae productora de carbapenemasas, siendo las tasas mas altas entre
pacientes con bacteriemia. El tratamiento antibidtico empirico inadecuado
incrementa la probabilidad de una peor evolucién clinica, mientras que las
terapias con una combinacidon de antibidticos y la retirada o control del foco de

infeccidon se asocian con mejor supervivencia de los pacientes (Oteo et al. 2013).

Con frecuencia las cepas productoras de carbapenemasas presentan
corresistencias a otras familias de antibidticos no B-lactamicos, por lo que es
habitual que adquieran un perfil de multirresistencia frente al cual no hay una
alternativa optima de tratamiento antibidtico. Muchas de las enterobacterias
productoras de carbapenemasas solo se muestran sensibles in vitro a antibidticos

como la colistina, la tigeciclina, la fosfomicina o la amikacina. (Oteo et al. 2013).

El principal mecanismo de transmision de las EPC es el contacto (personal
sanitario, ropa de cama, material sanitario, objetos...), al contaminar el entorno
del paciente. El paciente portador (colonizado y/ o infectado) es el principal
reservorio (Com. de Madrid 2013).

4. Mecanismos de resistencia adicionales

La resistencia a carbapenems también puede producirse ain en ausencia de
carbapenemasas a través de la desrepresion de cefalosporinasas AmpC
cromosdmicas, adquisicion de plasmidos por via exdgena que codifican
cefalosporinasas o0 betalactamasas de espectro extendido (BLEE), o por

disminucién en la permeabilidad de porinas. (Wozniak et al. 2012).

@
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4.1 Betalactamasas de espectro extendido

Las enzimas BLEE tienen capacidad de hidrolizar y causar resistencia a
penicilinas, oximino-cefalosporinas (cefotaxima, ceftriaxona, ceftazidima,
cefepima) y monobactamicos (aztreonam), pero no a cefamicinas (cefoxitina) ni
a carbapenémicos (imipenem, meropenem y ertapenem), siendo inhibidas por el
acido clavulanico. Los genes que las codifican se encuentran en elementos
moéviles que facilitan su diseminacién y con frecuencia presentan co-resistencia a
otros antibacterianos como aminoglucosidos, cotrimoxazol y quinolonas. (Poirelet
al. 2012, Montsein et al. 2007, Cercenado et al.SEIMC 2011).

Las BLEE se pueden clasificar en diferentes grupos, segun las distintas
clasificaciones. La mayoria de ellas pertenecen a la clase molecular A de Ambler.
Entre ellas se encuentran las TEM y SHV, derivadas de betalactamasas con
menor espectro de hidrolisis, la familia CTX-M, procedente de betalactamasas
cromosomicas del género Kluyvera, y otras menos prevalentes como las
denominadas PER, VEB, BES, GES, TLA y SFO, incluidas todas ellas en el grupo
funcional 2be de Bush y Jacoby. (Poirel et al.2012, Montsein et al.2007,
Cercenado et al. SEIMC 2011)

Clase de Clase de Bush- Sustrato Inhibicion por

- Enzimas
Ambler Jacoby clavulanico

Cefalosporinas de
A 2be espectro ampliado, + SHV, TEM, CTX-M, PER, VEB
monobactamicos

Cefalosporinas de
A 2ber espectro ampliado, - CMT (complex mutant TEM)
monobactamicos

Cefalosporinas +- OXA

D 2de )
espectro ampliado

Figura 9. Clasificacion de las betalactamasas de espectro extendido
Tomado de: Cercenado et al.SEIMC 2011
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La familia mas prevalente en la mayor parte del mundo es la CTX-M, tanto en
infecciones hospitalarias como de la comunidad, habiendo casi sustituido a las
BLEE de los tipos TEM y SHV (Zaho et al.2013, Cantdn et al. 2008).

Como muestran los ultimos datos obtenidos del EARS-Net, desde el aio 2000 se
ha constatado un aumento en el porcentaje de resistencia a cefalosporinas de
tercera generacidn,situandose en el afio 2012 en un valor medio del 11,9% de E.
coliresistentes (4,4% Suecia a 38,1% Bulgaria) y en un 25,6% de K.pneumoniae
(1,7% Finlandia a 74,8% Bulgaria). En cuanto a cepas BLEE, los porcentajes
oscilan entre el 70,5% y 100%deE. coli BLEE,y entre el 62% y 100% deK.

pneumoniaeBLEE,dependiendo del pais.

En Espafa, se han realizado estudios multicéntricos para conocer la prevalencia
de BLEE en nuestro hospitales (Diaz et al. Proyecto GEIH-BLEE 2006). Los
resultados muestran que desde el afio 2000 hasta el 2006, el porcentaje de
aislados de E. coli y K. pneumoniae productoras de BLEE se habia multiplicado
por 8 y por 2, respectivamente, situandose en 4,04% (rango de 0,4 a 20,3) vy

5,04% (rango de 0 a 30), para cada cepa.

Otro aspecto epidemioldgico destacable es la creciente presencia de BLEE en
enterobacterias productoras de B-lactamasas cromosémicas AmpC (Oliver et al.
Control de Calidad SEIMC).

4.2 Cefalosporinasas de tipo AmpC

Las B-lactamasas AmpC son cefalosporinasas de relevancia clinica codificadas en
el cromosoma de muchas Enterobacteriaceae, pero pueden integrarse en
elementos genéticos transferibles, lo que ha permitido su difusién a
microorganismos que carecen de forma natural de AmpC cromosoémico o lo
expresan a bajo nivel, como Klebsiella spp., Salmonella enterica o Proteus
mirabilis(Jacoby et al.2009).
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Las B-lactamasas AmpC pueden hidrolizar penicilinas, cefamicinas,
oximinocefalosporinas y monobactams, pero no son activas frente a
cefalosporinas de cuarta generaciéon y carbapenémicos (Jacoby et al.2009,
Cercenado et al. SEIMC 2011).

Se caracterizaron por primera vez en 1988, y hasta la fecha se han descrito siete
familias: ACC, CMY, DHA, FOX, MIR, ACT and MOX (Pérez-Pérez et al. 2002).

La prevalencia de las infecciones causadas por bacterias productoras de AmpC
plasmidica (pAmpC) varia en funcién del tipo de enzima y la localizacion
geografica, siendo blacuy- la enzima de distribucion mas universal (Jacoby et al.
2009, Seral et al. 2012).

Aunque no se dispone de datos exactos de prevalencia de pAmpC debido,
principalmente, a la falta de un método estandarizado para su deteccion, hay
estudios en los que se observa un aumento de la prevalencia y diversidad en
nuestro pais, siendo del 0,43% en el periodo de 1999-2007 (Mata et al. 2010) vy
de un 0.64% en el 2009 (Mird et al. 2013).

Segln este mismo estudio, la prevalencia nacional de pAmpC fue del 0,6%,
siendo Catalufia y Asturias las comunidades con mayor prevalencia y Baleares la
de menor, con un 0,35%. Al igual que en el resto de Europa, la variante
plasmidica CMY-2 fue la enzima encontrada con mayor frecuencia en este estudio
(66,7%) seguida de DHA-1 (25,6%).

En Aragdn, entre junio de 2008 y junio de 2009, la prevalencia global de pAmpC
fue de 0,66%, observandose el 0,57% en E. coli,el 0,25% en K. pneumoniae y el
0,43% en P. mirabilis siendo CMY-2 y DHA-1 las Unicas variantes encontradas.
(Gude et al. 2010).
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4.3 Disminucion en la permeabilidad de porinas

Para conferir resistencia a los carbapenems, la hiperproduccidn de enzimas
AmpC necesita estar asociada con la alteracion de porinas (Nordmann et al.
2009).

Se han publicado algunos estudios que describen alteraciones en las familias
OmpC o OmpF de las proteinas de la membrana externa en Enterobacter spp. y
OmpK35 o OmpK36 de K. pneumoniae (Pagées et al. 2008, Doumith et al. 2009).
Estas alteraciones incluyen mutaciones en partes especificas de la proteina que
convierte a la porina en no funcional o llevan a la represién de genes con la

consecuente pérdida de porina.

La pérdida de porinas OpmC y OmpF se ha descrito como responsable de la
resistencia a carbapenems en E. coli y Serratia marcescens (Oteo et al. 2008,
Hutsul & Worobecet al. 1997). En el caso de Morganella morganii, la disminucién
en la sensibilidad a carbapenems se ha atribuido a la pérdida de la porina mayor
37kDa (Mitsuyama et al. 1987).

En algunos aislados de Enterobacter cloacae, los cambios en las porinas junto
con las bombas de eflujo pueden conferir resistencia a ertapenem, como se

describe en el trabajo de Yang et al. 2012.

5. Diagnoéstico microbiolégico

El Hospital Universitario Miguel Servet (HUMS) es el hospital de referencia para
las areas de salud II y V de Aragon. Cuenta con 1.308 camas, y atiende de forma
directa a una poblacidon de 383.046 habitantes. A él estan adscritos tres centros
médicos de especialidades (CME), referencia a su vez de los centros de salud:
CME Ramon y Cajal, CME Grande Covian y CME San José.

“
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5.1 Cribado de cepas

La deteccién de carbapenemasas es complicada, debido a que pueden presentar
CMIs a carbapenems por debajo del punto de corte clinico de sensibilidad
antibidtica y no ser detectadas por los sistemas automatizados habitualmente
empleados (Microscan, Wider, Vitek, Phoenix, entre otros). Recientemente,
EUCAST (European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing) ha
establecido unos puntos de corte para el cribado de estas Enterobacteriaceae
(Figura 10).

MIC (mg/L) Disk diffusion zone diameter
Carbapenem (mm) with 10 pg disks
S/| breakpoint Screening S/I breakpoint | Screening cut-
cut-off off
Meropenem®” <2 >0.12 222 <25°
Imipenem® <2 >1 222 <23
Ertapenem’ <0.5 >0.12 225 <25

'Best balance of sensitivity and specificity

“In some cases zone diameters for OXA-48-producers are up to 26 mm, so <27 mm may be
used as a screening cut-off in countries where OXA-48 is endemic, but at the expense of
lower specificity.

*With imipenem, the separation between the wild-type and carbapenemase-producers is
relatively poor. Imipenem is therefore not recommended for use as a stand-alone screening
test compound.

“High sensitivity but low specificity, and therefore not recommended for routine use.

Figura 10. Puntos de corte clinicos y de cribado para Enterobacteriaceae

productoras de carbapenemasas (segin metodologia EUCAST)
Tomado de: EUCAST guidelines for detection of resistance mechanisms and specific resistances of
clinical and/or epidemiological importance:
http://www.eucast.org/fileadmin/src/media/PDFs/EUCAST _ files/Consultation/EUCAST_guidelines_d
etection_of_resistance_mechanisms_121222.pdf (EUCAST 2013, Version 1.0)

Se recomienda realizar el cribado con meropenem que es el que presenta mayor
sensibilidad y especificidad(Hrabaket al. 2014).

En el caso de cepas OXA-48, que pueden no expresar resistencia a carbapenemes,

la resistencia a temocilina es un buen marcador (Hrabaket al. 2014).

“
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5.2 Medios de cultivo especificos para el cribado de

portadores

Existen medios comerciales cromogénicos (CHROMagar-KPC, Brilliance CRE,

CHROMID Carba) para cultivo de muestras de vigilancia epidemioldgica (hisopos

rectales). El medio de preparacién casera SUPERCARBA (Nordmann et al. 2012)

(agar Drigalski, ZnS04, cloxacilina y ertapenem), presenta mejor sensibilidad

segun la literatura frente a los comerciales, para la deteccidon de cualquier tipo de

carbapenemasa, incluidas las OXA-48, aunque sus inconvenientes son tener

menor especificidad, ser de preparacidon casera, y no ser cromogénico (Hrabak et
al. 2014).

5.3 Métodos fenotipicos

Existen varios tests fenotipicos para la deteccion de carbapenemasas:

Test modificado de Hodge:observacion de la distorsion del halo de
inhibicién de una cepa indicadora sensible (Escherichia coli ATCC 25922)
alrededor de la estria de la cepa problema en una placa con un disco de
carbapenémico. No distingue entre clases de carbapenemasas. Indicado

por CLSI para el cribado de carbapenemasas.

Test CarbaNP:consiste en la deteccién de la hidrdlisis del imipenem
mediante un cambio de color por cambio del pH del medio. Indicado por
CLSI 2015 y EUCAST como prueba de cribado. No distingue entre clases

de carbapenemasas(Nordmann et al.2012).

Prueba de discos combinados: Se basa en el aumento del halo de
inhibicion del carbapenem adicionado de un inhibidor frente al carbapenem
solo (generalmente 5 mm). Se emplea acido bordnico o fenilborénico para

la deteccién de KPC; EDTA o acido dipicolinico para la detecciéon de MBL.

@
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No existen inhibidores para la deteccion de OXA-48. Se han comercializado
kits (Rosco Diagnostica o Liofilchem) que incluyen discos de meropenem
10ug; meropenem-bordnico; meropenem-DPA; meropenem-cloxacilina vy
temocilina. La inhibicion con bordnico permite la deteccion de KPC
(diferenciando de AmpC segun la inhibicidon con cloxacilina). La inhibicidén
con DPA permite la deteccion de MBL, y la resistencia a temocilina la
deteccion de OXA-48. Para la deteccion de cepas coproductoras de dos
tipos (KPC y MBL) es necesario un disco adicional que incluya
carbapenem+dipicolinico+bordnico, aunque estas cepas suelen presentar
alta resistencia a carbapenems. También existen tiras combinadas en

lugar de discos con inhibidores (Maurer et al. 2014).

Prueba de sinergia de doble disco: se realiza por aproximacion de discos
con inhibidores a discos de carbapenémicos y observaciéon del efecto
sinérgico. Se debe ajustar la distancia 6ptima entre los discos y es de peor

interpretacidon que la anterior (Hrabak et al. 2014).

5.4 Métodos basados en protedomica

La espectrometria de masas basada en ionizacién desorcién laser asisitida por

matriz (MALDI-TOF) permite la deteccion de resistencias mediante la incubacién

de la cepa problema con un carbapenem (meropenem o ertapenem) y deteccidn

posterior de los picos de hidrdlisis del antibidtico. Por el momento no se emplea

de rutina pero constituye un complemento a las técnicas convencionales (Hrabak
et al. 2014).

5.5 Métodos moleculares

Los métodos moleculares (basados en PCR, PCR a tiempo real, secuenciacion o

microarrays) constituyen la técnica de referencia para la identificacién definitiva

de las cepas portadoras de carbapenemasas (Hrabak et al. 2014).

&
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Se han publicado diferentes PCR simples para la deteccidn de un unico gen vy
también multiplex para la deteccion simultanea de diferentes familias (Poirel et
al. 2011). Son de realizacién casera, y permiten la deteccion, entre otras, de
KPC, MBL (VIM, IMP, NDM) y OXA-48.

En cuanto a PCR a tiempo real, se han desarrollado diferentes métodos con
elevada sensibilidad vy especificidad. Por el momento existen pocas
comercializadas. XpertCarbaR de Cepheid permite el diagndstico en una hora, a
partir de muestra rectal, diferenciando VIM, IMP, NDM, KPC y OXA-48 (Maurer et
al. 2014).
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OBJETIVOS

1.

Objetivo principal

Evaluar de forma retrospectiva la presencia de enterobacterias productoras
de carbapenemasas aisladas en el HUMS en los dos ultimos afios (2013-
2014).

Objetivos especificos

2.1Evaluacién de los métodos de deteccidn fenotipica y genotipica de las
EPC

2.2 Caracterizacion molecular de otros mecanismos de resistencia
adicionales (produccién de BLEE, AmpC) que también pueden producir,
en combinacion con la pérdida de porinas, sensibilidad disminuida a los

carbapenémicos

2.3 Estudio de las caracteristicas microbiolégicas, epidemioldgicas y
clinicas de los pacientes infectados/colonizados por cepas con sensibilidad

disminuida a carbapenems
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MATERIAL Y METODOS

1. Identificacion y determinacion de la sensibilidad

antibiotica

El test de sensibilidad antibidtica empleado de rutina de forma general en el
Hospital Universitario Miguel Servet es microdilucidn en caldo mediante el
sistema automatizado Microscan Walkaway®(Siemens Healthcare, Espafia
actualmente Beckman Coulter).

Se utilizaron paneles comerciales MicroScan® (Neg MIC Panel Type 37 y Neg
Combo Panel Type 53 y a partir de julio de 2014 Neg MIC Panel Type 44
EUCAST).

La identificacion bacteriana se realizd6 mediante espectrometria de masas con el
sistema Bruker Biotyper 3.1, MALDI-TOF (Bruker Daltonic GmbH, Bremen,

Germany).

2. Seleccion de aislamientos y criterios de inclusion

Se realiz6 un estudio retrospectivo durante el periodo de enero de 2013 a
diciembre de 2014, incluyendo en el estudio aquellos aislados con sensibilidad
disminuida al menos a un carbapenem, presentando CMI elevada a ertapenem
(= 0,5 mg/l), imipenem (= 1 6 =2 mg/l seguin panel de sensibilidad antibidtica
empleado) 6 meropenem (= 1 mg/l) detectadas por microdilucion (MicroScan
WalkAway Siemens) y/o con halos de inhibicidn <25 mm para meropenem y/o
ertapenem 6 <23 mm para imipenem, siguiendo criterios de la guia EUCAST
para la deteccion de enterobacterias productoras de carbapenemasa. (EUCAST
guidelines for detection of resistance mechanisms and specific resistances of

clinical and/or epidemiological importance. 2013, Version 1.0)

&
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Sélo se incluyé el primer aislamiento por paciente/especie. Para el estudio
genotipico se dispuso de los aislados archivados en glicerol (Clinical Microbiology
Procedures Handbook 2010).

3. Métodos fenotipicos de deteccion de mecanismos

de resistencia

3.1 Deteccion fenotipica de carbapenemasas

Todos los aislados se analizaron para detectar la produccidon de carbapenemasas
mediante prueba de discos combinados. El test utilizado fue distinto dependiendo
de la fecha del aislamiento. Hasta agosto de 2013 se realizaba el método con
carbapenems en combinacidon con acido bordnico (PBA) y un quelante del metal
como el acido etilendiaminotetraacético (EDTA), para la deteccion de
carbapenemasas de serina clase A (KPC) vy metalo-B-lactamasas
respectivamente. Se utilizaron discos de meropenem10 pg,meropenem 10ug
adicionado de 400 ug de PBA, meropenem 10ug adicionado de 292 ug de EDTA,
y meropenem 10ug adicionado de PBA y EDTA (400 ug/292 ug) (método 1).

De septiembre de 2013 en adelante se hizo un cambio de reactivo para ampliar
la deteccidon de cepas productoras de carbapenemasas tipo OXA-48 y similares,
realizando la deteccion fenotipica mediante KPC/MBL and OXA-48 Confirm Kit
(Rosco Diagnostica A/S, Taastrup, Denmark) que incluye discos de meropenem
10ug, meropenem/acido dipicolinico (DPA), meropenem/PBA,
meropenem/cloxacilina y temocilina 30 pg (método 2). Se siguieron las
instrucciones del fabricante para la realizacidn de la técnica e interpretacién de

resultados.
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3.2 Deteccion fenotipica de BLEE

Se realizd mediante sistema automatizado Microscan Walkaway. En los casos en
gue no se confirmd BLEE por Microscan pero existia alarma de sospecha segun
criterios EUCAST (CMI>1mg/L para cefotaxima, ceftazidima, aztreonam vy
cefepima) se realizaba prueba de discos combinados con B-lactdmicos

(cefotaxima, ceftazidima, cefepima y aztreonam) y acido clavulanico.

3.3 Deteccion fenotipica de AmpC

Se realizé por prueba de discos combinados con B-lactdmico (cefotetan 30mg) y
cefotetan adicionado de 400 pug de PBA segun criterios EUCAST en E. coli, K.
pneumoniae, P. mirabilis, si CMI>8 mg/L para cefoxitina y CMI >1mg/L para

ceftazidima y/o cefotaxima.

4.Métodos genotipicos

La extraccion de DNA se realizd mediante el reactivo PrepMan® Ultra Sample
Preparation Reagent (Applied Biosystems). La amplificacion se realizd en
termociclador C1000™ Thermal Cycler (Bio-Rad). Los productos de amplificacién
se visualizaron mediante electroforesis en gel de agarosa al 1.5% tefidos con
GelRed™ Nucleid Acid Stain 10,000 in water (Biotium). Se empled el marcador
de peso molecular DNA Molecular Weight Marker VIII (ROCHE) 1114-19 pares de

bases (ver imagen en Anexo 1).(Wozniak et al. 2012).

4.1 Deteccion genotipica de carbapenemasas

La deteccion genotipica se llevé a cabo en todas las cepas archivadas (n=63).
Se realizd PCR convencional multiple para deteccion de carbapenemasas
utilizando primers que detectaban los genes bla-NDM, bla-VIM, bla-KPC y bla-

OXA-48 (Poirel et al. 2011), y en algunos casos seleccionados se empleé PCR
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comercial a tiempo real (Xpert CarbaR, Cepheid). Los primers utilizados para

amplificacion de carbapenemasas se muestran en la Tabla 1.

Como cepas de control se utilizaron:

3. VIM: K pneumoniae EARS 2487

4, KPC: K pneumoniae-1 KPC; K pneumoniae-2 KPC (cepas clinicas cedidas
por Werfen)

5. OXA-48: K pneumoniae EARS 1447

Tabla 1.
Oligonucledtidos utilizados para deteccion de carbapenemasas (Poirel et al. 2011).
Primer® Secuencia (direcciéon 5°-37) Gen Tamafo del
producto (pb)®
VIM-F GATGGTGTTTGGTCGCATA blaVIM 390
VIM-R CGAATGCGCAGCACCAG
OXA-F GCGTGGTTAAGGATGAACAC blaOXA-48 438
OXA-R CATCAAGTTCAACCCAACCG
NDM-F GGTTTGGCGATCTGGTTTTC blaNDM 621
NDM-R CGGAATGGCTCATCACGATC
KPC-Fm CGTCTAGTTCTGCTGTCTTG blaKPC 798

KPC-Rm CTTGTCATCCTTGTTAGGCG

a F, primer sentido; R, primer antisentido
b La numeracion de los nucledtidos comienza en el codén de inicio de los genes

4.2 Deteccion genotipica de BLEE

La confirmacidn molecular de BLEE se realizd por PCR convencional multiple
seglin Monstein et al. 2007, que permite discriminar los genes "2SHV, PaTEM y
Pa"CTX-M en aislados de Enterobacteriaceae previamente caracterizados
fenotipicamente BLEE. También amplifica (mediante el primer CTX-M) el gen

productor de enzima cromosdmica K1 en todas las Klebsiella oxytoca incluidas en

el estudio.
Se usaron como cepas control:
« TEM: E coli ATCC 35218
. SHV: Kpneumoniae SHV-5 (A56) (cepa cedida por Dra. A. Valverde,
Hospital Ramon y Cajal, Madrid)
« CTX-M: E coli SEIMC- CCSRC01 CTX-M-1

&



| Trabajo de Fin de Master

2015

Tabla 2.
Oligonucledtidos utilizados para deteccién de BLEE (Monstein et al. 2007)
Primer Secuencia (direccién 5°-37) ™ Gen Tamaiio del
en °C producto
(pb)
bla-SHV.SE ATGCGTTATATTCGCCTGTG 45 bla-SHV 747
bla-SHV.AS TGCTTTGTTATTCGGGCCAA 45
TEM-164.SE TCGCCGCATACACTATTCTCAGAATGA 53 bla-TEM 445
TEM-165.AS ACGCTCACCGGCTCCAGATTTAT 52
CTX-M-U1 ATGTGCAGYACCAGTAARGTKATGGC 54 bla-CTX-M 593
CTX-M-U2 TGGGTRAARTARGTSACCAGAAYCAGCGG 58

4.3 Deteccion genotipica de AmpC

La deteccién genotipica de AmpC se realizd por PCR convencional multiple

siguiendo el método descrito por Pérez-Pérez & Hanson (2002), utilizando la
cepa de referencia AMPC E coli SEIMC- CCSRC14 CMY-2. Se utilizaron seis pares

de primers que amplifican genes codificantes de las seis familias de enzimas
AmpC: ACC, FOX, CMY/MOX, DHA, LAT/CMY/BIL y ACT/MIR.

Tabla 3.
Oligonucledtidos utilizados para deteccion de AmpC (Pérez-Pérez et al. 2002)
Primer Secuencia (direccion 5'-3") Gen Tamafio
del
producto
(pb)
MOXMF GCT GCT CAA GGA GCA CAG GAT MOX-1, MOX-2, CMY-1, 520
MOXMR CAC ATT GAC ATA GGT GTG GTG C CMY-8 a CMY-11
CITMF TGG CCA GAA CTG ACA GGC AAA LAT-1 a LAT-4, CMY-2 462
CITMR TTT CTC CTG AAC GTG GCT GGC a CMY-7, BIL-1
DHAMF AAC TTT CAC AGG TGT GCT GGG T DHA-1, DHA-2 405
DHAMR CCG TAC GCA TAC TGG CTT TGC
ACCMF AAC AGC CTC AGC AGC CGG TTA ACC 346
ACCMR TTC GCC GCA ATC ATC CCT AGC
EBCMF TCG GTA AAG CCG ATG TTG CGG MIR-1T ACT-1 302
EBCMR CTT CCA CTG CGG CTG CCA GTT
FOXMF AAC ATG GGG TAT CAG GGA GAT G FOX-1 a FOX-5b 190
FOXMR CAA AGC GCG TAA CCG GAT TGG

©
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5. Recopilacion y Analisis de datos

Se han recopilado los datos demograficos y microbioldgicos de los casos
incluidos:

. Edad

. Sexo

. Fecha de entrada de la muestra

. Servicio u hospital remitente de la muestra

« Microorganismo

. Tipo de muestra

+ Resultados de sensibilidad antibidtica
Se analizaron los datos mediante Microsoft Excel (Microsoft Office).

Para los cdlculos de sensibilidad y especificidad de los métodos diagndsticos

empleados se utilizd el programa DAG_Stat, Biostats (Mackinnon 2000).
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RESULTADOS

1. Aislados incluidos

Se recopilaron 88 aislados clinicos(estudiados fenotipicamente) de
enterobacterias procedentes de 87 pacientes atendidos en el Hospital
Universitario Miguel Servet (un paciente presenté dos aislados de diferente

género y especie).

Para el estudio genotipico se disponia de 63 aislados archivados en glicerol, el

resto no pudieron ser estudiados.

1.1 Test fenotipicos
1.1.1 Deteccion fenotipica de carbapenemasas

De las 88 detecciones fenotipicas de carbapenemasas, 15 eran compatibles con
EPC; sin embargo, sélo se disponia de 63 aislados archivados para estudio
genotipico, de los que Unicamente dos se confirmaron por PCR como aislados

productores de carbapenemasa tipo OXA-48 (1 K. pneumoniae y1 C. koseri).
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Figura 11: Deteccidon fenotipica de carbapenemasamediante KPC/MBL and OXA-
48 Confirm Kit (Rosco Diagnostica A/S, Taastrup, Denmark). Resultado negativo
al no observarse diferencia >5mm entre halos.

MRP10:meropenem 10ug, MRPDP: meropenem/DPA, MRPBO: meropenem/PBA, MRPCX:
meropenem/cloxacilina y TEMOC: temocilina 30 ug

Figura 12:Deteccion fenotipica de carbapenemasamediante KPC/MBL and OXA-
48 Confirm Kit (Rosco Diagnostica A/S, Taastrup, Denmark). Resultado positivo
compatible con cepa productora de OXA-48 (31KP) al observarse halo de inhibicidn
<12mm en el disco de temocilina.

©
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Latne 1.
Meropenem + Meropenem + Meropenem + Temocilin
Phenylboronic DPA Cloxacillin O pg
MRPBO MRPDP MRPCX
. Meropenem
Am [:fo:-sporm 10pg z :{Em <3 mm z5mm z 12Zmm
MRP10D
, Meropenem
ES?:;_:({TM 10pg <3 mm <3 mm <3 mm Z 12Zmm
- MRP10O
Meropenem
10pg zdmm <3 mm <3 mm Wariable
KPC MRP10O
Meropenem +
Cloxacillin = dmm - - -
(MRPCX)
Meropenem
MpL 10pg < 4mm = Smm %3 mm Variable
MRP10
OXA-48 Meropenem . . . No zone of
and similars 10 g = mm = mm = mm inhibition
MEP1O
OXA-48 +ESBL | Meropenem . . . No zone of
(a) 10ug =3 mm =3mm =3 mm inhibition
MRP10
{a) :synergism CAZ/ Clavulanate.
Neither AmpC, KPC nor MPL: All zones within 3 mm of each other.
OXA-48 show negati ve results with KPC+MBL Confirm kit, but itis Temocillin resistant
{no zone around Temocillin 30 ug Neo-Sensitabs).
Tabel 2 Triple Disk MER + DPA + BO
double inhibitor
KPC MREPDP =4 mm
MBL MRPBO = d mm
KPC + MBL MRPDP = d mm and
MRPBO =4 mm

Figura 13: Interpretacion de resultados del test fenotipico segin instrucciones
del fabricante. KPC/MBL and OXA-48 Confirm Kit (Rosco Diagnostica A/S,
Taastrup, Denmark). Disponible en:

http://www.rosco.dk/default.asp?mainmenu=20&submenu=47&webmanage=Instructions%?20for%
20use%?20Kits

La tabla 4 muestra la concordancia entre la técnica fenotipica (positiva para
Método 1 o Método 2) y la PCR.
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Tabla 4. Resultados de los test fenotipicos (métodos 1 y 2) utilizados respecto a

la PCR para la deteccion de carbapenemasas

TEST FENOTIPICOS CARBAPENEMASA
POSITIVO NEGATIVO
(método 1 6 2)
POSITIVO 2 0
PCR
NEGATIVO 13 48
15 48

Total
2
61
63

Dado que el test fenotipico que se utiliza actualmente empez6 a aplicarse a partir

de septiembre de 2013 (Método 2), la tabla 5 muestra la concordancia entre

éstos resultados y la PCR, referido a los aislados en los que se aplicé (n=47).

Tabla 5. Resultados del test fenotipico comercial KPC/MBL and OXA-48 Confirm
Kit (Rosco Diagnostica A/S, Taastrup, Denmark) (método 2) utilizado respecto

a la PCR para la deteccién de carbapenemasas

TEST FENOTIPICOS CARBAPENEMASA
POSITIVO NEGATIVO
POSITIVO 2 0
PCR
NEGATIVO 6 39
8 39

Total

45
47

En la tabla 6 se muestran los resultados de sensibilidad, especificidad, eficiencia,

VPP, VPN de los test fenotipicos tomando la PCR como método de referencia,

considerando:

1. Todos los resultados de los dos test fenotipicos juntos (método 1 ométodo

2),obteniendo una S=100% y una E=78,6%.

2. Los resultados del test fenotipico por método 2 (método empleado

actualmente en el laboratorio).

No se ha podido analizar el método 1 de forma independiente por falta de

resultados positivos con el método de referencia.

&
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Tabla 6. Sensibilidad, especificidad, eficiencia, VPP, VPN de los test fenotipicos
tomando la PCR como método de referencia

Métodos 1y 2 Método 2
(N=63) (N=47)
Sensibilidad 100% 100%
Especificidad 78% 86%
Eficiencia 79% 87%
Valor predictivo positivo 13% 25%
Valor predictivo negativo 100% 100%

1.1.2 Deteccion fenotipica de BLEE

Se obtuvieron 27 aislados con test fenotipico positivo compatible con produccion
de BLEE, de los que se confirmaron el 92,6% (n=25) por PCR. Los dos aislados

no confirmados fueron E. coli.

Figura 14: Deteccion fenotipica de BLEE por método de discos combinados.
Comparando los halos, se observa una ampliacion del halo de inhibicion >5mm con los
discos de cefalosporinas/aztreonam afiadidos de acido clavulanico, respecto a los discos
sin inhibidor.

ATM: Aztreonam; FEP: cefepima; CTX: cefotaxima, CAZ: ceftazidima

©
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1.1.3 Deteccion fenotipica de AmpC

Se detectaron 9 aislados compatibles con produccién de AmpC fenotipicamente,

de los que se confirmaron 8 por PCR (88.8%).

El aislado que no se confirmé genotipicamente como productor de AmpC fue una

cepa de E. coli.

Figura 15: Deteccion fenotipica de AmpC por método de discos combinados.
Comparando los dos halos, a la izquierda se observa la ampliacion del halo de inhibicidn
(>5mm) con el disco de cefotetan (CTT) afiadido de acido bordnico, mientras a la
derecha se dispone el disco de cefotetan solo.

1.2 Test genotipicos

1.2.1 Deteccion genotipica de carbapenemasas

Se confirmaron dos aislados (K. pneumoniae y C. koseri) productores de
carbapenemasa tipo OXA-48 por PCR convencional (Poirel et al.2011) y comercial
(Xpert CarbaR, Cepheid). No se obtuvo ningun producto de amplificacion del

resto de cepas.
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Figura 16

Figura 17

Figuras 16 y 17: Deteccion molecular por PCR convencional miltiple de los dos
aislados productores de carbapenemasa tipo OXA-48 con amplificacion a 438pb
Figura 16. Calles 1 a 3 y 5: muestras negativas 9EC, 10EC, 12EC, 20KP, calle 4:
muestra positiva 31KP (K. pneumoniae OXA-48), calle 6: marcador de peso molecular,
calles 7 y 8: control negativo y positivo OXA-48

Figura 17: Calles 1 a 2: muestras negativas 45ENT, 41ENT, calle 3: muestra positiva
52CB (C. koseri OXA-48), calle 4: marcador de peso molecular., calles 5 y 6: controles
negativo y positivo OXA-48.

C+ OXA: Control positivo para OXA-48; C NEG: Control negativo. Codificacion muestras:
ver Anexo 2.

Test Report

Patient ID: 813723
Sample ID: Xpert C 040915124707
Test Type: Specimen
Sample Type:
Assay Information
Assay Assay Version Assay Type
Xpert Carba-R 1 In Vitro Diagnostic
Test Result:

OXA48 DETECTED

Figura 18. Informe obtenido por PCR comercial Xpert CarbaR, Cepheid, para el
aislado C. koseri productor de OXA-48.
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1.2.2 Deteccion genotipica de BLEE

En total se confirmaron 25/63 aislados como productores de BLEE, lo que supone

un 39,6% de las cepas incluidas en el estudio fenotipico y genotipico.

=28 4 5 iceeg

- -

1 23 4 5 6 78

9101112 13 14 15 16 Figura 20
Figura 19

Figuras 19 y 20. Deteccion molecular de BLEE por PCR convencional segin
Monstein et al. 2007.Productos de amplificacion de los controles utilizados para
la deteccion molecular.

Figura 19:Calles 1 a 3 y 11: muestras negativas 14EC, 10EC, 10EC, 59SER, calles 4 y 6:
muestra positiva35ENT (TEM y SHV),calles 5 y 13: marcador de peso molecular, calles 7
a 10, muestras positivas23KP, 23KP (SHV, CTX-M y TEM), 22KP, 22KP (TEM), calles 12 y
14 a 16: Control negativo, Controles positivos SHV, CTX-M y TEM

Figura 20: Calles 6 a 8: Control positivo SHV a 747pb, control positivo CTX-M a 593pb y
control positivo TEM a 445pb
Codificacion muestras: ver Anexo 2.

Todos los aislados de K. oxytoca incluidos en el estudio (n=4) se confirmaron

molecularmente como cepas hiperproductoras de betalactamasa cromosdmica
K1.

Las especies mayoritarias que mostraron mecanismo de resistencia BLEE
fueronK. pneumoniae (48%) y E. coli (20%).

Ademas, tres aislados de K. pneumoniae mostraron también la presencia de
betalactamasa tipo AmpC.

&
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Cepas BLEE confirmadas por PCR

(n=1); 4%

| Citrobacter spp.
W E. coli
 Enterobacter spp.

H Klebsiella spp.

Figura 21. Cepas BLEE confirmadas por PCR (n=25)

Distribucion de familias BLEE detectadas
5_
4 4
4_
3 3 3
3_
2 2
27 1 1 1 I
1_
0 ] N
= = = = = = = 'i = = =
p B OB E R X 2B BF
8] 8] + 8] 8] = + S
= = = .
= ] = -
® G 7
=
T
v
Citrobacter spp. E. coli Enterobacter spp. Klebsiella spp.

Figura 22. Distribucion de familias BLEE detectadas en el estudio

La familia BLEE mas predominante fue TEM (60%), seguido de CTX-M
(56%),mientras que el gen SHV estuvo presente tan soélo en el 8% de los

aislados.

En cuanto a la adquisicion de mas de un gen de resistencia, el 24% de los

aislados (n=6) poseian dos genes (CTX-M y TEM), y el 8% (n=2) presentaba los

©
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tres genes de resistencia detectados en esta técnica (CTX-M, TEM y SHV). Estos

ultimos fueron dos aislados de K. pneumoniae.

1.2.3 Deteccion genotipica de AmpC

Del total de cepas incluidas para estudio genotipico el 14,2% (9/63) se
confirmaron molecularmente como productoras de betalactamasa tipo AmpC. Se
encontraron dos discordancias respecto al test fenotipico:
1.Un aislado de P.mirabiliscon test fenotipico negativo para AmpC
(realizado con cefotetan/cefotetan-acido bordnico) amplificd con el primer
CIT (familia LAT-1 a LAT-4, CMY-2 a CMY-7, BIL-1).
2. Un aislado de E. coli con test fenotipico compatible con AmpC pero que

no se confirmé por PCR.

Cepas AmpC confirmadas por PCR

WE. coli
M Klebsiella spp.

1 Proteus spp.

Figura 23. Aislados AmpC confirmados por PCR (n=9)
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Distribucion de familias AmpC
detectadas

5 -

4 -
® LAT-1 a LAT-4, CMY-2

;| a CMY-7, BIL-1
= DHA-1, DHA-2

27 MIR-1T ACT-1

) B

O A T T }

E. coli Klebsiella spp. Proteus spp.

Figura 24. Distribucion de familias AmpC detectadas

1 2 345 67 8

Figura 25: Deteccion molecular de AmpC segiin Pérez-Pérez et al. 2002
Calles 1 a 3: muestras positivas 2EC (CIT), 29KP (DHA), 7EC (CIT), calles 4 y 5:
muestras negativas 19KP, 30KP, calle 6: marcador de peso molecular, calles 7 y 8:
control negativo y control positivo CIT. Codificacion muestras: ver Anexo 2.

2.Datos epidemioldgicos y distribucion por pacientes

Los 88microorganismos estudiados se aislaron a partir de muestras clinicas

(38,6% de orina, 23,8% de muestras respiratorias, 18,1% de liquidos bioldgicos
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y tejidos, 9% de frotis epidemioldgicos, 10,2% de hemocultivos), como refleja la
tabla 7.

Tabla 7. Origen de las muestras de cada especie de microorganismo estudiados
fenotipicamente(n=88)

Liquidos .
Especies biologicos y Mu_estra§ F'.‘Ot's Orina Hemocultivos Total
= respiratorias epidem.
tejidos
Citrobacter spp. 2 2
En terochter 6 5 12 6 29
especies
Escherichia coli 2 3 4 7 16
Klebsiella spp. 3 4 3 8 18
Morganella spp. 5 4 1 1 1 12
Proteus spp 2 2 4
Providencia spp 1 1
Serratia spp. 1 4 1 6
Total general 16 21 8 34 9 88

Un 9,2% de los pacientes (n=8) estaban en edad pediatrica (0 a 6 afos),
mientras que el 63.2% eran >65 afios (n=55). La distribucion por sexo fue de un
54% hombres (n=47), frente a un 45.9% de mujeres (n=40).

En el momento del aislamiento, el 65,5% de los pacientes (n=57) estaban
hospitalizados, un 27,5% (n=24) procedian de centros de Atencién Primaria vy

especialidades y un 8% (n=7) acudieron a Urgencias.

Los servicios peticionarios tuvieron la siguiente distribucién: 17% UCI (n=15),
10,3% Medicina Interna (n=9), 10,3% Cirugia (n=9), 4,6% Hematologia (n=4),
3,4% Nefrologia (n=3), 3,4% Infecciosos (n=3), 4,6% Neonatos/Pediatria
(n=4), 2,3% Cardiologia (n=2), 2,3% Angiologia Vascular (n=2), 2,3%
Neumologia (n=2), 1,1% Unidad de Lesionados Medulares (n=1), 1,1%

Radiologia (n=1) y 1,1% Neurologia (n=1).

3.Datos clinicos de los pacientes con EPC

En dos pacientes se aislé6 una EPC. Ambos presentaban factores de riesgo

comunes.

©
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FACTORES DE
RIESGO
COMUNES

Provenientes de

Sonda urinaria Multiples ingresos
(aislamiento en hospitalarios
urocultivo) previos

Tratamiento
antibiotico previo

residencia de
ancianos

Primer caso: Mujer de 84 afos con aislamiento de K. pneumoniae OXA-48 en
orina. Provenia de una residencia de ancianos de Tenerife y era portadora de
sonda urinaria debido a infecciones urinarias de repeticion. Se le realizaba

recambio de sonda cada 3 meses.

Como antecedentes clinicos presentaba demencia tipo Alzheimer, bronquitis
asmatica e ingresos hospitalarios previos por cuadros de sepsis (causados por
SARM vy E. coli BLEE) y tratamiento antibiético previo.

Ingresa en nuestro hospital en el Servicio de Medicina Interna en julio de 2014
por sepsis severa e ITU (shock séptico de origen urinario).

En mayo de 2015 la paciente vuelve a ingresar por infeccién urinaria, y se vuelve

a aislar Klebsiella pneumoniae OXA-48. Fue tratada con gentamicina y tigeciclina.

Segundo caso:Hombre de 67 afios con aislamiento de C. koseri OXA-48 en orina.

Se trataba de un paciente tetrapléjico ingresado en la Unidad de Lesionados
Medulares del hospital. Por su diagndstico de vejiga neurégena era portador de
sonda vesical permanente, acudiendo a revisidon en el momento del aislamiento.
Dado sus multiples ingresos previos, presentaba varios aislamientos de diversos
microorganismos en orina. En las muestras posteriores no se volvidé a aislar C
koseri OXA-48. El paciente no mostraba sintomatologia clinica, por lo que no

recibié en esa ocasion tratamiento antibidtico.
Ambas cepas se remitieron y confirmaron por el Centro Nacional de Microbiologia

como cepas productoras de carbapenemasa tipo OXA-48, y en el caso de K.

pneumoniae, productora ademas de BLEE tipo CTX-M-15.
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4.Datos microbiologicos

La especie bacteriana mds predominante en el estudio fue Enterobacter spp.
(33%, n=29), seguida de Klebsiella spp, (20%, n=18) y E. coli (16%, n=16),

como muestra la figura 26.

Distribucion de especies de enterobacterias
con sensibilidad disminuida a carbapenems
(n=1) 1%

(n=4) 5%

H Klebsiella spp.
mE. coli

M Enterobacter spp.
H Citrobacter spp.
(n=2) 2% H Morganellaspp.
W Serratia spp.
& Proteus spp.

M Providencia spp.

Figura 26. Distribucion de especies de enterobacterias incluidas en el estudio
(n=88)

La distribucién fue semejante para los 63 aislados de los que se disponia en el
estudio genotipico (figura 27), representando Enterobacter spp. el 30% (n=19),
Klebsiella spp. el 27% (n=17), y E. coli el 22% (n=14)de los aislados.
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Distribucion de especies de
enterobacterias con estudio genotipico

(n=2) 3%

H Klebsiellaspp.
HE. coli

M Enterobacter spp.
| Citrobacter spp.
B Morganella spp.
M Serratia spp.

 Proteus spp.

Figura 27. Distribucion de especies de enterobacterias con estudio genotipico
(n=63)

Enterobacter spp.

Tres aisladoseran fenotipicamente compatibles con produccion de
carbapenemasa, ninguno de ellos confirmado por PCR. Respecto a otros
mecanismos de resistencia, el 15,7% (3/19) presentaron genes de resistencia
BLEE.

El 79.3% de los aislados (23/29) tenian AmpC desreprimida, los otrosseis

aislados mantenian CMIs a cefalosporinas de tercera generacion sensibles.

Entre los aislados con AmpC desreprimida, 16 presentaron ademas resistencia a

cefepima.
Klebsiella spp.

Teniendo en cuenta los test moleculares (63 aislados), un 92.3% (12/13) de K.

pneumoniaemostraban resistencia BLEE y un 23% (3/13) presentaban AmpC,
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ademas de presentar al mismo tiempo estos tres aislados resistencia BLEE. Hubo

un aislado en el que no se detecté ningin mecanismo de resistencia.

Cuatro aislados de K. oxytocaamplificaron con el primer CTX-M, debido a la
presencia de betalactamasa cromosdmica tipo K1.

De los seis aislados que tuvieron test fenotipico compatible con produccién de
carbapenemasa, uno de ellos se confirmé a nivel molecular (K. pneumoniae OXA-
48 y CTX-M).

E. coli
En este caso dos tests fenotipicos eran compatibles con EPC pero ninguno se

confirmo a nivel molecular.

El 42.8% (6/14) de los aislados fueron AmpC (uno de los aislados no se pudo
confirmar por PCR), el 50% (7/14) eran BLEE (aunque 2 aislados no se
confirmaron por PCR) y en un aislado no se encontré ninguno de estos

mecanismos de resistencia.

Morganella spp.

De los cinco aislados, uno de ellos tuvo el test fenotipico compatible con
produccion de OXA-48, pero la PCR resulté negativa.

El 33.3% de los aislados (4/12) tenian la AmpC desreprimida.

Serratia spp.

El 66.6% de los aislados (4/6) tenian la AmpC desreprimida

Citrobacter spp.

De los dos aislados estudiados, uno fue BLEE ademds de tener la AmpC
desreprimida (Citrobacter freundii complex). Por el contrario, elaislado que se
confirmé como productor de OXA-48 (C. koseri) mantenia la sensibilidad a los

betalactamicos. Ambos fueron sensibles a quinolonas y aminoglucésidos.

@
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Proteus spp.

A pesar de que uno de los aislados presentd el test fenotipico negativo para
AmpC (realizado con cefotetan/cefotetan-acido boroénico), posteriormente se
confirmd a nivel molecular, ampliando con el primer CIT (familia LAT-1 a LAT-4,
CMY-2 a CMY-7, BIL-1).

Distribucion de mecanismos de resistencia
por especies

20

16 I

14 3

0 I
4

10

? 2

2
0

Citrobacter spp.  Enterobacter  Escherichia coli  Klebsiella spp. Morganella spp.  Proteus spp. Serratia spp.
spp.
m AmpC plasmidica AmpC cromosémica desreprimida
AmpC cromosdémica no desreprimida mBLEE
K. oxytoca hiperproductora de K1 mEPC (OXA-48)
m EPC (OXA-48)+BLEE BLEE+AmpC

m Sin mecanismo de resistencia detectado

Figura 28. Distribucion de mecanismos de resistencia por especies (n=63)

5.Sensibilidad antibiotica

Siguiendo los puntos de corte para la interpretacion de CMI en
Enterobacteriaceaesegun EUCAST 2015, la distribucion de CMI de todos los

aislados se muestra en el anexo 3.

Los 88 aislados presentaron las siguientes sensibilidades: 76,1% a imipenem,

82,9% a meropenem, 26,1% a ertapenem, siendo el carbapenem mas afectado.
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Dos aislados fueron no sensibles a los tres carbapenémicos (K. pneumoniae y

Enterobacter spp.).

Respecto a la sensibilidad a aminoglucdésidos, gentamicina y tobramicina fueron
los mas afectados (70,4% vy 65,9% respectivamente), mientras que la
sensibilidad a amikacina fue de un 86,3%. Un 42% de los aislados

permanecieron sensibles a ciprofloxacino.

Excluyendo la resistencia intrinseca, la mayoria de los aislados fueron sensibles a

colistina (96% ya que dos aislados de Enterobacter spp eran resistentes).
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DISCUSION

1.Diagnodstico microbioldgico problematico

Este estudio trata de detectar los mecanismos responsables de la resistencia a
carbapenems en enterobacterias. Hasta la realizacion de este estudio no se
habian detectado EPC en nuestrohospital, si bien hay constancia de 9 casos de
metalobetalactamasas tipo VIM (Enterobacter y Citrobacter spp)detectados en el
Hospital Clinico Lozano Blesa (Zaragoza) durante el periodo 2012-2014. (Bueno
et al. 2015). En nuestra Comunidad Auténoma no se han encontrado otros

estudios que detecten estas cepas.

La buUsqueda de estos aislados supone un importante desafio para los
laboratorios de microbiologia, ya que la presencia de carbapenemasas no
siempre define resistencia a carbapenémicos, pudiendo mostrar incluso un
fenotipo sensible a ellos (Nordmann et al. 2011). Debido a esto, EUCAST
propone puntos de corte por debajo de los puntos de corte clinicos para la

deteccion de estas EPC.

En este estudio, de los 63 aislados el 23,8% presentaron el test fenotipico
compatible con la produccidon de carbapenemasas; sin embargo el 20,6% (13/63)
se consideraron falsos positivos al no detectarse los genes que codifican estas

enzimas.

Revisando la literatura se describe que el test de Hodge puede dar resultados
erroneos debido a la produccién de BLEE o AmpC asociado a la pérdida de
porinas, mostrando porcentajes similares e incluso mayores de falsos positivos
(Wozniak et al. 2012; Pasteran et al. 2009; Carvalhaes et al. 2010). Aunque

EUCAST no recomienda su uso debido a su baja especificidad y sensibilidad, CLSI
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propone este test como cribado para la deteccion de carbapenemasas. En
nuestro hospital no se realiza el test de Hodge como cribado en la deteccién de

carbapenemasas por lo que no se pueden comparar los resultados.

En otros estudios también se han dado falsos positivos mediante la prueba de
discos combinados, no confirmados posteriormente por PCR (La Lastra et
al.2014, Wozniak et al. 2012, Bartolini et al. 2014). Evaluando varios métodos
fenotipicos, el que se utiliza actualmente en nuestro hospital (KPC/MBL and OXA-
48 Confirm Kit, Rosco Diagnostica A/S, Taastrup, Denmark) se recomienda como
la mejor opcion para el analisis de carbapenemasas en la rutina del laboratorio,
por su mayor sensibilidad y especificidad respecto a otros, llegando al 80-100%
de sensibilidad y obteniendo entre un 93% y 100% de especificidad segun varias
publicaciones (Bartolini et al. 2014, Miriagou et al. 2013, Doyle et al. 2012).

En nuestro estudio se obtuvo una sensibilidad del 100% y una especificidad del

86% con este método, lo que guarda relacién con los anteriores articulos.

Las indicaciones del fabricante de este test sdlo exigen confirmacion molecular
para OXA-48, ya que la temocilina no es especifica para esta enzima y otros
mecanismos pueden conferir también resistencia (Hrabdk et al. 2014). Otro
problema que presenta este test es la posible subestimaciéon de aislados que
produzcan simultdaneamente AmpC y carbapenemasa de clase A, debido a que la
sinergia de meropenem con cloxacilina y acido borénico se interpretaria como
AmpC y pérdida de porinas de acuerdo al algoritmo actual de EUCAST (Maurer et
al. 2014). Bartolini et al. 2014 describe este problema en su estudio,
recomendando ante resultados dudosos por hiperproduccion de ampC, confirmar

la cepa en medio suplementado de cloxacilina.

No obstante, actualmente en el trabajo de rutina del hospital se confirma a nivel

genotipico cualquier resultado compatible con EPC por este test.
Una alternativa para la deteccion rapida de EPC se basa en métodos

colorimétricos que detectan la hidrélisis de los carbapenems mediante cambios

de color (Nordmann 2012). El test Carba NP ha sido evaluado para la deteccion
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de EPC, obteniendo buena especificidad aunque presenta problemas de
sensibilidad, debido a cepas mucosas o enzimas con baja expresién de hidrdlisis
de carbapenem, como ocurre con las cepas OXA-48 (Tijet et al. 2013; Dortet et
al. 2014; Maurer et al. 2014). Por el momento es necesario realizar estudios

multicéntricos para obtener mas resultados.

Algunos autores han propuesto algoritmos para la deteccidon de carbapenemasas
en la rutina diaria del laboratorio (Hrabak et al. 2014, Maurer et al. 2014),
basados en el cribado de muestras epidemioldgicas mediante cultivo en medios
selectivos y/o PCR sobre muestra directa ante un posible brote, deteccion directa
de la capacidad de hidrdlisis enzimatica (Carba-NP, MALDI-TOF), test fenotipicos
basados en inhibidores y posterior confirmacion molecular de los genes

codificadores de carbapenemasa (PCR, técnica microarray).

En el Laboratorio de Microbiologia del HUMS se sigue un flujo de trabajo similar a
los propuestos, tanto para muestras epidemioldgicas como aislados clinicos con
perfil de sensibilidad sospechoso. Ante una muestra con CMIs para carbapenems
que cumple con los puntos de corte propuestos por EUCAST para el cribado de
EPC, se realiza un test fenotipico basado en distintos inhibidores y si el resultado
es compatible con la produccion de carbapenemasa se confirma por PCR.
Asimismo, todas las muestras de cribado epidemioldgico se siembran en medios
de cultivo cromogénicos que detectan carbapenemasas. Se dispone ademas de
una técnica de PCR comercial validada para detectar EPC a partir de frotis

rectales.

2.Estudio de sensibilidad

Por nuestros resultados, la mayoria de los aislados analizados no mostraron
resistencia debida a la produccidon de carbapenemasas, sino a la produccion de
BLEE y AmpC seguramente asociadas a otros mecanismos descritos aunque no
estudiados (pérdida de porinas o mutaciones en sus secuencias codificadoras,
bombas de eflujo (Martinez-Martinez et al. 2008, Livermore et al. 2008,

Papaparaskevaset al. 2006).
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La presencia de BLEE se encontrd en el 39.6% de los aislados(25/63, excluyendo
dos aislados no confirmados por PCR), con predominio de bla-TEM ybla-CTX-M,
tal y como se describe en la literatura (Canténet al.2008). Estos datos son
similares a los encontrados en otros estudios, donde la prevalencia de BLEE en
enterobacterias con sensibilidad disminuida a carbapenémicos es de alrededor
del 50% (La Lastra et al. 2014; Wozniak et al. 2012). La mayoria de los aislados
BLEE positivos se asociaron a K. pneumoniae (12/27).

El 14.2% de los aislados poseian B-lactamasa de tipo AmpC plasmidica (9/63,
excluyendo un E. colino confirmado por PCR), ampliando la mayoria de los
aislados con el primer CIT (familia LAT-1 a LAT-4, CMY-2 a CMY-7, BIL-1). Al no
ser objeto de este estudio, no se conoce la familia a la que pertenecen los
aislados, ya que se requeriria técnica de secuenciacién de los genes AmpC. No
obstante, el primer CIT incluye la familia hasta ahora mas prevalente en nuestro
medio, CMY-2 (Jacoby et al. 2009, Seral et al. 2012).

Teniendo en cuenta los aislados que poseian AmpC cromosdomica (49/88:
Enterobacter spp, Serratia spp, Morganella spp, Citrobacter spp.), seobservé que
el 65.3% tenian la enzima desreprimida, al igual que en otros estudios
(Fernandez-Cuenca et al. 2006, Wozniak et al. 2012). En algunos de estos
aislados es notable la resistencia a cefepima (69.5% & diecinueve aislados de
Enterobacter spp. un25% en M. morganii ya que hubo un aislado, 75% en
Serratia spp.con tres aislados). Segun el estudio de Fernandez-Cuenca et al. esta
resistencia podria explicarse debido a la hiperproduccion de AmpC asociada a
pérdida de porinas, o bien a la hiperproduccién de una B-lactamasa AmpC con
actividad hidrolitica aumentada respecto a cefepima(Fernandez-Cuenca et al.
2006).

Una de las limitaciones de este estudio es que no se ha analizado la resistencia
debida a la pérdida de porinas. Varias publicaciones demuestran que la
disminucién en la permeabilidad de la membrana debida a las porinas contribuye

a la resistencia antimicrobiana, particularmente cuando se estan expresando
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otros mecanismos de resistencia (Martinez- Martinez et al. 2008; Bennet et
al.2010).

En K. pneumoniae, las porinas OmpK35 y OmpK36 parecen regular la entrada de
carbapenems y otros B-lactamicos a través de la pared celular (Martinez-
Martinezet al.2008; Martinez-Martinez et al. 1999). Estos canales son homdlogos
en E. coli (OmpF and OmpC) y E. cloacae (OmpF and OmpD), respectivamente
(Martinez-Martinezet al.2008; Pages et al. 2008). La ausencia o disminucién de
estas porinas en combinacién con BLEE causa resistencia a cefoxitina, aumenta
la resistencia a cefalosporinas de amplio espectro y disminuye la sensibilidad a
carbapenems, particularmente a ertapenem. (Martinez-Martinezet al. 2008;
Jacoby et al. 2004; Doumith et al. 2009). Los niveles de sensibilidad a
carbapenems entre E. cloacae y E. coli parecen estar relacionados con el grado
de expresién del ARNm de sus respectivas porinas (Doumith et al. 2009; Oteo et
al. 2008).

La resistencia a ertapenem entre los 88 aislados de nuestro estudio (73.9% de
aislados resistentes a ertapenem, principalmente en aislados de K. pneumoniae
BLEE y Enterobacter spp.) podria estar por lo tanto potenciada por la disminucion
en la permeabilidad de membrana debido a la baja expresién de porinas de la

superficie celular.

En contraste, la alteracion de las bombas de expulsidon no es frecuente y su rol
en la resistencia a carbapenémicos en estos agentes es menor (La Lastra et al.
2014).

En nuestro estudio, todos los aislados estudiados tenian algin mecanismo de
resistencia asociado, exceptuando un aislado de E. coli, un aislado de K.
pneumoniae y un Proteus spp. Estos aislados podrian tener otro mecanismo
responsable de su resistencia a los carbapenems, como la expresion de una
molécula bloqueante del canal de porinas (Pages et al., 2008). Otra posibilidad

es la alteracién de las PBP, como por ejemplo una PBP de baja afinidad, un
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mecanismo de resistencia que se ha estudiado en varias especies, incluidas E.

coli y Pseudomonas aeruginosa(Wozniaket al. 2012).
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CONCLUSIONES

1. La aparicién de enterobacterias resistentes a carbapenémicos, constituye
un serio problema de salud publica que afecta a todo tipo de instituciones
y a la comunidad en general. Este estudio constituye un aporte para
dilucidar los mecanismos involucrados en la sensibilidad disminuida a los
carbapenémicos, problema emergente que cada dia cobra mas

importancia.

2. Pese a describirse varios brotes en el resto de la geografia espafola, hasta
ahora no se habia detectado ninguna EPC en nuestro Hospital,
confirmandose en 2014 dos casos de EPC de clase OXA-48 (unaislado de

K. pneumoniae y otro de C. koseri)

3. Las enterobacterias productoras de carbapenemasas pueden presentar un
bajo nivel de resistencia e incluso sensibilidad a carbapenémicos in vitro,

por lo que representan un desafio clinico, diagndstico y terapéutico.

4. Probablemente los mecanismos que explican la sensibilidad disminuida a
carbapenémicos en este estudio involucran mecanismos de resistencia
enzimatica a B-lactdmicos combinados con cambios en la permeabilidad de
la membrana bacteriana (pérdida, modificacién y/o disminucion de la

expresion de porinas) y/o hiperexpresién de bombas de eflujo.

5. Pese al bajo numero de EPC detectado hasta el momento, es
imprescindible realizar una vigilancia activa de estas enzimas en cualquier
aislado de enterobacterias con sensibilidad disminuida a cualquier
carbapenémico. Conocer nuestra realidad local permite tomar las medidas
adecuadas de vigilancia y control, asi como estar alerta ante la llegada de

nuevas EPC.
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ANEXOS

Anexo 1. Marcador de peso molecular empleado
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Anexo 2. Resultado de los test fenotipicos, genotipicos y CMIs de carbapenems de las enterobacterias
incluidas en el estudio (n=63)

Test fenotipico CMI (mg/L)
Aislamiento BLEE AmpC Carbapenemasa Bla- bla- bla AmpC Carbapenemasa IMI MER ERT
CTX-M SHV -
TEM
E. coli
| 1EC - NP - - 8 <1 1
2EC - + - LAT-1 a LAT-4, CMY-2 - <2 <1 2
a CMY-7, BIL-1
‘ 3EC - + - LAT-1 a LAT-4, CMY-2 - <2 <1 1
a CMY-7, BIL-1
\ 4EC - + - MIR-1T ACT-1 - <1 <1 1
8EC + - - + - + - 4 8 >1
9EC + - - + - + - <1 2 >1
10EC + NP - - - - <1 ND 1
11EC + - - + - + - <2 <1 1
5EC - + - - LAT-1 a LAT-4, CMY-2 - <1 <1 1
a CMY-7, BIL-1
12EC + - - + - - - <1 <1 >1
13EC + - - - - + - <1 <1 >1
6EC - + - - - <2 <1 1
14EC + - Compatible OXA-48 - - - - <1 ND 1
7EC - + Compatible KPC LAT-1 a LAT-4, CMY-2 - <2 <1 1
a CMY-7, BIL-1
Klebsiella spp.
16KO + - - + - - - <2 <1 1
19KP - - - - - - - <2 4 >4
30KP + + - + - - MIR-1T ACT-1 - <2 <1 1
\ 20KP + NP - - - + - <1 <1 1
\ 21KP + - - - + - <2 2 >4
\ 22KP + - - - - + - <1 <1 1
\ 23KP + - - + + + - <2 <1 2
25KP + - - - - + - <2 4 >4
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Test fenotipico CMI (mg/L)

Aislamiento BLEE AmpC Carbapenemasa Bla- bla- bla AmpC Carbapenemasa IMI MER ERT
CTX-M SHV -
TEM

| 26KP + - - + - + - <2 4 >4
27KP + NP - + - + - <2 8 >4

\ 28KP + + - + + DHA-1, DHA-2 - <2 <1 4

‘ 29KP + + Compatible KPC y - - + DHA-1, DHA-2 - 2 2 <0.5

MBL
| 24KP + - Compatible KPC + - - - <2 <1 2
‘ 18KO - - Compatible KPC y + - - - >8 <1 >4
MBL

\ 17KO - - Compatible KPC + - - - <2 2 2

\ 31KP + Compatible OXA-48 + - - - OXA-48 8 >8 >4

\ 15KO - - Compatible KPC + - - - <1 <1 >1

Enterobacter spp

\ 32ENT - - - <1 ND >1
33ENT - - - 4 <1 <0.5
34ENT - - - <2 <1 1
35ENT + - - - + - <2 <1 2
36ENT - - - <2 <1 4
37ENT - - - <2 <1 1
38ENT - - - 8 >8 >8
39ENT + - - - + - <2 <1 1
40ENT - - - 2 <1 <1
41ENT - - - 2 <1 <1
42ENT + - + - - - 4 <1 <0.5
43ENT - - - <2 <1 >4
44ENT - - - <2 <1 1
45ENT - - - 2 <1
46ENT - - - <2 <1 4
47ENT - Compatible KPC - <2 <1 2

| 48ENT - Compatible KPC - <2 <1 1
49ENT - Compatible KPC - <2 <1 2

| 50ENT - - - <2 <1 >4
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Test fenotipico CMI (mg/L)

Aislamiento BLEE AmpC Carbapenemasa Bla- bla- bla AmpC Carbapenemasa IMI MER ERT
CTX-M SHV -
TEM
Citrobacter spp.
| 51CB + - + - - - <1 2
| 52CB - Compatible OXA-48 OXA-48 <1 2
Morganella spp.
| 53MOR - - - 8 <1 <0.5
| 54MOR - - - 8 <1 <0.5
| 55MOR - - - 8 <1 <0.5
| 56MOR - - - 8 <1 <05
| 55MOR - Compatible OXA-48 - 8 <1 <0.5
| 58SER - - - 8 <1 <05
59SER - - - 4 <1 1
60SER - Compatible KPC y MBL - <2 4 2
61SER - Compatible KPC - <2 <1 >
y OXA-48
Proteus spp.
62PROT - - LAT-1 a LAT-4, CMY-2 - 8 <1 <0.5
a CMY-7, BIL-1
63PROT - - 8 <1 <0.5

NP: No Procede; ND: No disponible; IMI: imipenem; MER: meropenem; ERT: ertapenem
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Anexo 3. Distribucion de CMI para Enterobacteriaceae incluidas en el estudio (n=88)

Puntos
Antibiotico (rango de corte

Namero de aislados con CMI (mg/L)

testado, mg/L) e EUCAST 8 16 32

E. coli

Klebsiella spp.

Imipenem

(s1/>8)

=S/>R

89

Meropenem

(s1/>8)

Ertapenem

(<0.5/>8)

Enterobacter spp 93

Citrobacter spp.

Morganella spp <2/>8 25
Serratia spp 83
Proteus spp 0

Providencia spp. 0

E. coli 93

Klebsiella spp. 66

Enterobacter spp 82

Citrobacter spp. 100

Morganella spp <2/>8 100
Serratia spp 83
Proteus spp 100

Providencia spp. 100

E. coli 0

Klebsiella spp. 5

Enterobacter spp 17

Citrobacter spp. 0

Morganella spp <0.5/>1 91
Serratia spp 16
Proteus spp 100

Providencia spp. 100




Antibiético (rango

testado, mg/L)
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Aislados

E. coli

Klebsiella spp.

Enterobacter spp

Amikacina

Citrobacter spp.

(<8/>32)

Morganella spp

Serratia spp

Proteus spp

Providencia spp.

Puntos
de corte
EUCAST
=S/>R

<8/>16

Namero de aislados con CMI (mg/L)

=2 4

88

79

100

100

83

75

100

E. coli

Klebsiella spp.

Enterobacter spp

Tobramicina

Citrobacter spp.

(s2/>8)

Morganella spp

Serratia spp

Proteus spp

Providencia spp.

<2/>4

68

44

82

100

66

50

50

E. coli

Klebsiella spp.

Enterobacter spp

Gentamicina

Citrobacter spp.

(s2/>8)

Morganella spp

Serratia spp

Proteus spp

Providencia spp.

<2/>4

81

55

79

100

66

66

50
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Puntos

. de corte
testado, mg/L) IR AT EUCAST

=S/>R

Namero de aislados con CMI (mg/L)

Antibiético (rango

4 8 ‘ 16 32

E. coli
Klebsiella spp. 16
Enterobacter spp 69
Ciprofloxacino Citrobacter spp. <0.5/>1 50
(=0.5/>2) Morganella spp - 66
Serratia spp 16
Proteus spp 25
Providencia spp. 0
E. coli 1 93
Klebsiella spp. 100
Enterobacter spp 3 82
Colistina (<2/>4) MMLELIC: NN PPy 100
Morganella spp 0
Serratia spp 0
Proteus spp 0
Providencia spp. 0

S, sensible; R, resistente, ND, no disponible, ® : Resistencia intrinseca.
Celdas coloreadas en verde son aislados sensibles, en naranja son intermedios y en rojo son resistentes.
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