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I.1.

Introduccion

La familia Enterobacteriaceae son bacilos gramnegativos de gran importancia en la
patologia infecciosa, estando implicados en diferentes sindromes clinicos. Es el
grupo de microorganismos que mas frecuentemente, produce infecciones tanto en
pacientes con inmunidad conservada como en inmunosuprimidos ya sea de
adquisicion en la comunidad como infecciones nosocomiales (Hernandez et al.,
2003), también denominadas Infecciones relacionadas con la Asistencia Sanitaria

(IRAS).

La resistencia a antibidticos constituye actualmente un problema de gran impacto
en salud publica y es uno de los ejemplos que ilustran las llamadas enfermedades
infecciosas emergentes. La resistencia a los antimicrobianos es un fenémeno
biolégico natural, pero el abuso y el mal empleo de los antibidticos en el
tratamiento de las enfermedades humanas, asi como su uso indiscriminado en
veterinaria y en agricultura, ha originado un incremento continuado de fracasos en
la terapia antimicrobiana debido al aumento en numero y diversidad de
microorganismos resistentes  (Livermore 2003). Esta resistencia a agentes
antimicrobianos se produce por mutacién o por la adquisicién de genes localizados
en diferentes elementos de transmision horizontal (ETH) como plasmidos,
transposones o integrones, capaces de transmitirse entre microorganismos de la

misma o de distinta especie.

El estudio de la resistencia a antibidticos ha estado centrado durante décadas en la
detecciéon de patdégenos nosocomiales, como Enterobacterias productoras de [-
lactamasas de espectro extendido, Enterococcus resistentes a vancomicina (VRE) y

Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (MRSA). Otros microorganismos
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oportunistas multirresistentes causantes de infecciones importantes en los
hospitales son Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter ~ baumanii,

Stenotrophomonas maltophilia, y Burkholderia cepacia.

En los ultimos afios, las infecciones adquiridas en la comunidad han centrado el
interés del personal médico y cientifico internacional debido a la rapida
diseminacion de cepas resistentes y de genes de resistencia entre humanos, y

también entre animales y en productos alimentarios (Jakobsen et al., 2012).

Las medidas para controlar la diseminacién de la resistencia a antibidticos
propuestas en 1995 por la ASM en el cldsico informe “Report of the ASM task force
on antibiotic resistance” han resultado insuficientes ya que estaban dirigidas al
control de subpoblaciones resistentes en el medio hospitalario, no teniendo en
cuenta la diseminacién de elementos de resistencia transmisibles o la co-seleccidn
de diferentes genes de resistencia localizados en los mismos elementos o

plataformas genéticas.

Distintas organizaciones como la Organizacion Mundial de la Salud (WHO,
www.who.org) o la Sociedad Americana de Microbiologia (ASM, www.asm.org),
entre otras, han seleccionado el andlisis de las variaciones temporales y espaciales
de las especies bacterianas responsables de enfermedades infecciosas en humanos
como uno de los temas de estudio prioritarios en salud publica. En este sentido, en
el afo 2003 se cred un nuevo sistema de vigilancia, el Reservoirs of Antibiotic
Resistance (ROAR) con el objetivo de conocer el papel de la flora comensal en la
aparicion y  diseminacion de resistencia a diferentes antibidticos

(www.roarproject.org).

Los nuevos retos de la resistencia a antibidticos pueden resumirse en: i) el aumento
mundial en la prevalencia de microorganismos multirresistentes tanto en los
hospitales como en la comunidad, con diferencias geograficas importantes, ii) la
seleccion y amplificacion de clones epidémicos y de elementos moviles de

resistencia en humanos, animales o en el medioambiente, y iii) la apariciéon y
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diseminaciéon de nuevos genes de resistencia de origen medioambiental y de sus

unidades genéticas dispersoras (Wright 2007).

En bacterias gramnegativas una de las caracteristicas predominantes de la
resistencia es la produccidon de B-lactamasas. Las pB-lactamasas , son enzimas
codificadas en los cromosomas o plasmidos y actuan hidrolizando el anillo B-

lactdmico de los antibidticos B-lactamicos inactivandolos.

Las B-lactamasas de espectro extendido (BLEE) son enzimas mediadas generalmente
por plasmidos y derivan de otras enzimas con menor espectro hidrolitico (Paterson
et al., 2005). Las cepas productoras de enzimas B-lactamasas de espectro extendido
(BLEE) en su mayoria Enterobacterias (Junying et al., 2012), y en particular Klebsiella
pneumoniae y Escherichia coli son capaces de hidrolizar las cefalosporinas de
amplio espectro y los monobactamicos, pero no las cefamicinas ni los
carbapenémicos y las combinaciones de B-lactdmicos con inhibidores de PB-
lactamasas como dacido clavulanico, el sulbactam y el tazobactam (Tafar et al.,
2008), lo que supone un problema de salud que incrementa la morbilidad y
mortalidad de los pacientes hospitalizados; igualmente obliga a manejar agentes
terapéuticos mas toxicos, costosos y de amplio espectro antibacteriano. Las BLEE se
encuentran codificadas en plasmidos conjugativos, lo cual permite la diseminacién
de este mecanismo de resistencia no sélo entre distintas cepas de la misma especie
sino también entre distintas especies bacterianas. Ademas de su codificacidon
plasmidica, las BLEE forman parte frecuentemente de transposones o integrones lo
cual determina su asociacidon con otros determinantes genéticos de resistencia
transferibles, como los que confieren resistencia a los aminoglucésidos o al

cotrimoxazol.

La aparicién de las BLEE ha dificultado enormemente el tratamiento de numerosas
infecciones bacterianas porque estas cepas presentan, ademas de resistencia a la
gran mayoria de los B-lactamicos, altas tasas de resistencia a antimicrobianos de

otras familias (Paterson et al., 2005). Las primeras BLEE se describieron en 1983 en
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Alemania en diferentes aislados de enterobacterias que presentaban resistencia a
cefotaxima y ceftazidima y que podian transferirse por conjugacion (Knothe et al,,
1983). Desde entonces, estos microorganismos se han descrito cada vez con mas
frecuencia en diferentes paises del mundo. Los primeros aislados con BLEE
reconocidos en Espafia se detectaron en 1988 en 2 hospitales de Madrid vy
correspondian a cepas de Escherichia coli y de Klebsiella pneumoniae (Baquero et
al., 1988; Fernandez-Rodriguez et al., 1992) y la primera epidemia documentada
ocurrié entre 1988 y 1990. Las cepas productoras de BLEE han ido aumentando en
frecuencia progresivamente. En Espaifia desde el aifo 2000 el porcentaje de
aislados de E. coli y de K. pneumoniae productoras de BLEE se ha multiplicado por 8
y por 2, respectivamente. EI aumento de E. coli productor de BLEE en Espaia se
debe principalmente a cepas aisladas de pacientes no hospitalizados, en su mayoria

de origen urinario. (Diaz et al., 2009).

En la actualidad existe una gran preocupacion por el incremento observado de estas
cepas productoras de B-lactamasas de espectro extendido (BLEE),
fundamentalmente en aislados procedentes de la comunidad (Paterson et al., 2005;
Pitout et al., 2005) lo que apunta a la existencia de una subpoblacién latente de
cepas productor de BLEE en la poblacion sana y por la importancia que estan
adquiriendo ciertos tipos de B-lactamasas, especialmente las del grupo CTX-M
(Bonnet et al., 2004; Livermore et al., 2007) como un problema de salud publica por

su alta capacidad de la diseminacién.

Desde tiempos inmemoriales, los animales han sido una fuente importante de la
enfermedad infecciosa humana (Lederberg 2000). Uno de los habitats mas
indocumentados y a la vez mas susceptibles de ser reservorio de este tipo de
enzimas B-lactamasas, son los animales de granjas, los cuales a su vez podrian
difundir esta resistencia a la poblacién a través de la cadena alimentaria. En paises
europeos, estudios sobre la prevalencia de enterobacterias productoras de BLEE en
particular en animales destinados al consumo humano (Li et al., 2007), sugieren

gue sean reconocidos como importantes reservorios de E. coli y Salmonella
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productor de BLEE / AmpC (Carattoli, 2008). A su vez, estos animales al ser
reservorios de bacterias y de genes de resistencia, que al estar localizados en
estructuras genéticas con una alta capacidad de movilizacién, pueden ser
facilmente diseminados entre bacterias de diferentes ecosistemas, incluso en el
entorno humano. Del mismo modo ha aumentado el nimero de cepas de E. coli
productor de BLEE aisladas de alimentos de origen animal (Bergenholtz et al.,

2009).

El presente estudio se enmarca en un proyecto cuyo objetivo principal ha sido
determinar la prevalencia y caracterizacion de Enterobacterias productoras de
enzimas B-lactamasas de espectro extendido (BLEE) en granjas avicolas en la Isla de
Tenerife (Espafia), debido a su enorme poder de diseminacién, al aumento en la
deteccion de este tipo de bacteria en la microbiota intestinal de humanos, y a la
gran similitud con los entornos genéticos detectados en bacterias tanto de origen
animal como humano, lo cual es esencial para conocer la verdadera dimensién del

problema que representan, y limitar su diseminacién.
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I.2.
Objetivos

Los objetivos de este estudio son:

= Primero: determinar la prevalencia de colonizacién de Enterobacterias
productoras de B-lactamasas de espectro extendido (BLEE) existentes en
exudados rectales de pollos vivos sanos en granjas avicolas de la Isla de

Tenerife.

= Segundo: estudiar la prevalencia de la colonizaciéon de los pollos por

Enterobacterias BLEE segun las distintas granjas muestreadas.

= Tercero: determinar el perfil de resistencia a antimicrobianos del total

de cepas aisladas y los patrones de resistencia predominantes.

=  Cuarto: determinar el perfil de resistencia a antimicrobianos y los
patrones de resistencia predominantes de cepas aisladas segun las

distintas granjas muestreadas.

= Quinto: establecer la relacion epidemiolégica de de las cepas aisladas

mediante Electroforesis en gel de Campos Pulsante (PFGE).

= Sexto: Caracterizacion del gen B-lactamasa CTX-M (blactv) en las cepas
productoras de enzimas mediante la técnica de Reaccién en Cadena de

la Polimerasa (PCR) a tiempo real.
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II1.1.

Familia Enterobacteriaceae

1. Familia Enterobacteriacea

1.1. Generalidades

La familia Enterobacteriaceae, pertenece al dominio Bacteria, filo Proteobacteria,
clase Gammaproteobacteria, orden Enterobacteriales
(dx.doi.org/10.1007/bergeysoutline200210) y comprende géneros y especies
relevantes desde el punto de vista clinico enumerados en la tabla 2. Dentro de estos
géneros, Salmonella y Shigella (en realidad no es un verdadero género, sino un
patotipo de Escherichia coli) (Pupo et al., 1997) y Yersinia presentan caracteristicas
distintivas e importancia medica particular. La familia Enterobacteriaceae, constituye
un grupo grande y heterogéneo de bacterias gramnegativas, cuyo principal habitat
de muchos miembros de la familia, es el tracto gastrointestinal inferior de los
humanos y otros animales, de ahi su nombre Enterobacteria (del griego enterdn,
intestino). Sin embargo, estos términos no son sindnimos, ya que diversas especies no
habitan normalmente en el tracto gastrointestinal, y otro patdgenos intestinales que
no pertenecen a la familia, tales como Vibrio spp., también se denominan bacterias
entéricas. También esta designacién oculta de que los miembros de la familia
Enterobacteriaceae, se pueden localizar formando parte de la flora habitual o
transitoria de la cavidad bucal, de regiones humedas de la piel, del peritoneo, de las
fosas nasales, de las vias genitales femeninas, sobre todo en mujeres que utilizan
diafragmas u otro medio anticonceptivo como agentes espermaticidas, ademas se ha
observado que mujeres en fase postmenopdusicas presentan un aumento de la tasa de
colonizacidn vaginal por E. coli y otros miembros de la familia (Raz et al., 1993; Gupta
et al.,, 2000). Igualmente estos microorganismos se hallan muy dispersos en la

naturaleza en particular en medios hiumedos vy, por habitar normalmente en el tracto
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gastrointestinal al ser expulsadas por las heces, funcionan como mediadores

epidemioldgicos de salubridad e higiene poblacional.

1.2. Caracteristicas antigénicas estructurales y de superficie.

Los miembros de la familia Enterobacteriaceae, son microorganismos con forma de
bastén, por lo general de 1-3 um de largo y 0,5 um de didmetro. Son comunes los
apéndices de superficie, incluidos pili y flagelos, y pueden ser numerosos. El
citoplasma de los organismos enterobacterianos, no tiene orgdnulos encerrados en su
membrana, por tanto no hay nucleo, el genoma que suele estar formado por un
cromosoma circular Unico puede englobar multiples plasmidos de distintos tamaiios,
y se halla disperso en el interior del citoplasma. Asimismo, no existe reticulo
endoplasmatico, de ahi que los ribosomas no se asocien a la membrana, y la
respiracion tiene lugar en la membrana citoplasmdtica, mas que en las mitocondrias.

(Figura 1)

Figura 1.- Estructura de una célula enterobacteriana
Fuente http://www.genomasur.com/lecturas/Guia0l.htm
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Como en otras bacterias gramnegativas, las enterobacterias tienen tanto, membrana
fosfolipidica interna como externa, que encierra un espacio periplasmico contenedor

de la pared celular de peptidoglucano. (Figura 2)
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Figura 2.- Estructura de las envolturas de una bacteria gramnegativa como E. coli. En
la parte inferior tenemos a la membrana citoplasmatica. Envolviéndola esta la pared
de peptidoglucano vy finalmente la membrana externa. Los cuadrados amarillos con
colas de hexagonos son el lipolisacarido. Fuente: Universidad a partir del Brock,
Biologia de los Microorganismo 2004.
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La pared celular de las bacterias gramnegativas, estd formada por la membrana
interna o citoplasmatica, que consiste en una doble capa de fosfolipidos impermeable
a moléculas polares, regula el paso de nutrientes, metabolitos y macromoléculas.
Entre las membranas interna y externa se encuentra un espacio denominado espacio
peripldsmico que contiene el periplasma, un entorno acuoso que contiene una
elevada concentracién de proteinas vy el peptidoglucano (Oliver et al., 1996). El
peptidoglucano también conocido como mureina, consiste en una envoltura delgada
de aminoazucares alternantes de N-acetilglucosamina y acido N-acetilmuramico unido
mediante enlaces B-14 con un péptido corto compuesto por L-alanina, acido D-
glutdmico, acido L-meso-diaminopimélico y D-alanina unida al grupo carboxilo del
acido muramico (Park 1996). Esta envoltura delgada es responsable de la forma y la
estabilidad osmoética del microorganismo pero se modifica constantemente cada vez
que la bacteria se alarga y divide. La capa externa, es una bicapa lipidica asimétrica.

En esta capa los fosfolipidos se localizan casi de modo exclusivo en la hoja interna,
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mientras que la hoja externa se compone mayoritariamente de lipopolisacdridos,
lipoproteinas que estan fijadas al peptidoglucano, proteinas porinas multiméricas, que
regulan el paso de moléculas hidrofilicas, y facilitan el paso de diversas sustancias,
incluidos los antibidticos B-lactdmicos y otras proteinas integrales de la membrana
externa (Koebnik et al., 2000). Los lipopolisacdridos (LPS), tienen tres dominios
principales: el esqueleto de lipido A, el oligosacarido fosforilado central (core) y las

cadenas laterales de oligosacarido de repeticién (Raetz, 1996). (Figura 3)

Figura 3. Estructura quimica del lipopolisacarido de una bacteria gramnegativa.
Fuente: Universidad de Granada a partir del Brock, Biologia de los Microorganismos
2004.
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El lipido A, también conocido como endotoxina, es la parte biolégicamente activa de la
molécula que reconocen los receptores de patrén de reconocimiento del huésped. El
oligosacdrido de repeticién unido al lipopolisacérido se conoce como antigeno O. Este
antigeno O, es la base para la clasificacion de los serogrupos. Hay mas de 170
serogrupos distintos de E. coli (@rskov et al, 1992). El LPS es un componente esencial
de la membrana externa de todas las bacterias gramnegativas, por esta razén hay
quien sugeriria que el LPS no es un verdadero factor de virulencia. Sin embargo, las
moléculas de LPS de distintos organismos tienen diferentes composiciones quimicas,
diversas actividades y potencia biolédgica, de ahi que los efectos del LPS sobre el
huésped difieran en funcidn de su fuente y composicién quimica (Robert et al., 1995).
También entre los miembros de la familia Enterobacteriaceae, son comunes unas
envolturas de polisacarido de superficie, las capsulas que tiene capacidad antigénica

(antigeno K, capsular) y que al parecer dotan de la capacidad de evitar la fagocitosis e

Rossana Abreu Rodriguez 11


http://www.ugr.es/~eianez/Microbiologia/05pared.htm

Tesis Doctoral Revision y antecedentes

impedir la actividad bactericida del suero humano (Horwitz et al., 1980; Russo et al.,

1993).

Otra caracteristica es que suelen poseer flagelos peritricos de estructura proteica y de
cardacter antigénico (antigeno H, flagelar) que son apéndices superficiales flexibles que
rotan e impulsan las bacterias a través del entorno liquido. La mayoria de las especies
producen apéndices finos superficiales denominados fimbrias, con importante funcién
en la adhesion a las células del huésped, la autoagregacion y el intercambio genético
mediante conjugacién. (Figura 4)

Figura 4.- Estructura antigénica de las Enterobacterias
Fuente. www.teclimza.com
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Otros elementos que estdn omnipresentes en la familia Enterobacteriace, son Los
Pldasmidos, elementos de ADN extracromosémicos de replicacién auténoma. Los
plasmidos estdn especialmente bien adaptados para servir como elemento de
intercambio genético y propagacion de los genes de resistencia (Rice et al., 2001). Los
plasmidos son elementos genéticos que estan formados por moléculas circulares de
ADN bicatenario, cerradas de forma covalente y, cuya longitud varia desde 10 pares
de kilobases hasta mas de 400Kb (Barlow et al., 2008). Todos los plasmidos poseen
un sitio de replicacion de la ADN polimerasa para unirse y replicar el ADN plasmido.
Ademads de la resistencia antimicrobiana, los pldsmidos pueden determinar una amplia

variedad de funciones, incluida la virulencia y la capacidad metabdlica. El
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descubrimiento de los plasmidos en la década de los 70 supuso una revolucién en el
concepto de intercambio genético entre bacterias. Este concepto se amplié una
década mas tarde con la descripcidn de los primeros transposones (secuencias de ADN
especializado) y mas recientemente, la presencia de integrones que proporcionan un
lugar de insercidn conveniente a los genes de resistencia antimicrobiana de fuentes de
ADN extrafio, como elementos mdviles de material genético en numerosas bacterias,
lo que justifica la grandisima diseminacion de genes de resistencia que hemos

observado en los ultimos afos (Leverstein-Van et al., 2003).

1.3. Caracteristicas microbiol6gicas de la familia Enterobacteriaceae.

Los miembros de la familia Enterobacteriaceae presentan ciertas caracteristicas

microbioldgicas que se resumen en la Tabla 1.

Figura 5.- Microfotografia de bacilos gramnegativos. Tincion de Gram.
Fuente www .bacteriainphotos.com (consultado 20/05/2013)

Tabla 1.- Principales caracteristicas microbioldgicas de la familia Enterobacteriaceae

Caracteristicas tipicas y distintivas de las Enterobacterias

Bacterias Gram negativa. (Figura 5)

Son anaerobios facultativos

Reducen los nitratos a nitritos (con algunas excepciones).

No licuan el alginato.

Fermentan la glucosa a acido con produccién de gas o sin ella.

Son oxidasa-negativos, a excepcion de Plesiomonas.

Producen catalasa.

No ven favorecido su crecimiento por la presencia de Cloruro de Sodio (NaCl)

La mayoria son moviles (con flagelos peritricos)

No formadores de esporas

La fermentacién de la lactosa es una caracteristica tipica de las bacterias comensales
del intestino humano y atipica de las bacterias patdgenas como Shigella spp.,
Salmonella spp., y Yersinia spp.

AN N NN Y N N N N N
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1.4. Géneros y especies de Enterobacterias con importancia clinica

La familia Enterobacteriacea comprende génerosy especies relevantes desde el punto

de vista clinico enumerados en la Tabla 2.

Tabla 2.- Génerosy especies de Enterobacterias con importancia clinica

Género Especies
Escherichia coli, alberti

Klebsiella pneumoniae, oxytoca, granulomatis
Salmonella enterica

Enterobacter aerogenes, cloacae

Cronobacter sakazakii

Serratia marcencens

Citrobacter freundii, amalonaticus, koseri
Hafnia alvei

Yersinia pestis, enterocolitica, pseudotuberculosis
Proteus mirabilis, vulgaris

Providencia rettgeri, stuartii

Morganella morganii

Shigella (pertenece a la especie E. coli) dysenterii, flexneri, sonnei, boydei
Plesiomonas shigelloides

Edwarsiella tarda

Pantoea agglomerans

1.5. Procesos infecciosos

Los miembros de la familia Enterobacteriaceae causan una amplia variedad de
infecciones tanto en la comunidad como en el dmbito hospitalario que afectan a
huéspedes sanos y a aquellos con enfermedades preexistentes. Son los gramnegativos
los mds frecuentes en la inmensa mayoria de los aislados urinarios y una gran
proporcidon de los aislados a partir de las muestras de sangre, la cavidad peritoneal y
las vias respiratorias. Pueden aislarse de otros lugares, entre ellos el liquido

cefalorraquideo, liquido sinovial y los abscesos.

En la Tabla 3, vienen reflejadas las infecciones ocasionadas por miembros de la familia

Enterobacteriacea mas frecuentes segln su localizacién y prevalencia.
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Tabla 3.- Localizaciones de infecciones mads frecuentes por Enterobacterias por
orden de prevalencia

Localizacion Enterobacterias mas frecuentes

Sistema nervioso central Escherichia

Tracto respiratorio inferior Klebsiella, Enterobacter, Escherichia
Torrente sanguineo Escherichia, Klebsiella, Enterobacter
Tracto digestivo Salmonella, Shigella, Escherichia, Yersinia
Tracto urinario Escherichia, Proteus, Klebsiella, Morganella

1.6. Epidemiologia

El habitat de las diferentes especies de enterobacterias es muy diverso y heterogéneo.
Aunque el habitat natural de muchos miembros de la familia Enterobacteriacea de
significacién clinica es el tracto gastrointestinal inferior de los humanos y otros
animales, también los podemos encontrar en el agua y el suelo. En algunos individuos
entre ellos hospitalizados o inmunodeprimidos (incluyendo los pacientes alcohdlicos y
diabéticos), y en especial los pacientes que reciben tratamiento antibidtico, presentan
tasas elevadas de colonizacion por miembros de esta familia (Mackowiak 1978). Por
otra parte, las especies enterobacterianas colonizan con rapidez la orofaringe de
numerosos pacientes hospitalizados con independencia de que reciban o no
tratamiento antimicrobiano (Johanson 1969). Las mujeres que utilizan diafragmas y/o
agentes espermaticidas como anticonceptivos y las posmenopdusicas presentan un
aumento de las tasas de colonizacién vaginal por E. coli y otros miembros de esta
familia (Raz 1993; Gupta 2000). El extenso nicho que las Enterobacteriacea pueden
ocupar en tales circunstancias, es un factor de predisposicién relevante que permite

gue se produzcan ulteriores infecciones extraintestinales.

Los animales son reconocidos como un depdsito para cepas patogénicas E. coli. Desde
tiempos inmemoriales, los animales han sido una fuente importante de la enfermedad
infecciosa humana, (Lederberg 2000), por ello los patégenos de origen animal

constituyen actualmente el grueso de las enfermedades emergentes (Weiss 2001).
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1.7. Virulencia y Factores de Virulencia

La virulencia designa el caracter patogénico de un microorganismo, es decir, su
capacidad de causar enfermedad. La capacidad de los miembros de la familia
Enterobacteriaceae para causar enfermedades es muy variable; ella engloba flora
comensal, rara vez perjudicial, patégenos oportunista susceptibles de ocasionar una
morbilidad y una mortalidad considerable en huéspedes comprometidos y patégenos
potentes capaces de provocar enfermedades en huéspedes en perfecto estado de
salud. Al considerar los factores de virulencia, resulta Util observar las fases del ciclo
infeccioso producido por la mayoria de microorganismos patogénicos. Estas fases
comprenden la entrada, establecimiento y multiplicacion, evasidon de los mecanismos
de defensa del huésped, lesion tisular y salida (Schreiber et al., 1995). Entre los
factores de virulencia estan: las adhesinas, las toxinas, los sistemas de captacion de
hierro, plasmidos, lipolisacdridos y cdpsulas. Adhesinas, parte del dogma aceptado de
la patogenia microbiana mantiene que la adherencia inicial del patégeno a las células
huésped es un requisito previo absoluto para la enfermedad. Los patégenos
enterobacterianos pueden producir una variedad de adhesinas, incluidas fimbrias y
proteinas de membrana externa. En algunos casos, los hidratos de carbono de la
superficie también pueden tener propiedades adhesivas. Adquisicion de hierro, el
hierro es un elemento esencial, necesario para casi todos los microorganismos como
un cofactor para varias enzimas indispensables. Aquellos que colonizan las superficies
o invaden los tejidos de mamiferos deben competir con sus huéspedes para adquirir
hierro libre, mantenido por el huésped a concentraciones extremadamente bajas
gracias al uso de proteinas que se unen al hierro, como transferrina y lactoferrina. Por
tanto, los patdgenos enterobacterianos han desarrollado diversos sistemas muy
eficientes que rescatan hierro. Muchos miembros de la familia producen un sideréforo
codificado cromosémicamente, conocido como enterobactina (Higgins et al., 2004).
Los siderdéforos son moléculas de bajo peso molecular que quelan hierro y que los
microorganismos sintetizan, secretan y vuelven a capturar. Muchos miembros de la

familia Enterobacteriacea generan toxinas susceptibles de causar lisis de las células
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huésped. Las cepas que producen estos factores inducen a menudo zonas de hemdlisis
en placas de agar sangre, de modo que las toxinas se denominan a menudo
hemolisinas. Los plasmidos bacterianos son, elementos extracromosémicos auto-
replicante, agentes clave del cambio en las poblaciones microbianas. Ellos promueven
la difusidn de una variedad de caracteristicas, incluyendo la virulencia, mejoria del
estado fisico, la resistencia a los agentes antimicrobianos, y el metabolismo de
sustancias raras. Tales elementos genéticos mdviles son factores relevantes que
contribuyen a la rapida evolucién de aislados sumamente resistentes a los antibidticos
y posterior diseminacion dentro de la familia enterobacteriana (Leverstein-van et al.,
2003). Lipopolisacaridos, como ya hemos mencionado el lipopolisacarido es un
componente esencial de la membrana externa de todas las bacterias gramnegativas
pero las moléculas de LPS varian en su composicidon quimica y potencia biolédgica en
los distintos organismos lo que ocasiona efectos diferentes sobre el huésped, y en el
caso de las capsulas se ha comprobado en el caso de Klebsiella pneumoniae que tienen
un papel importante para la colonizaciéon del tracto urinario ( Struve et al., 2003;

Buckes et al., 2009) y en la infecciones sistémicas (Russo et al.,1994).

1.8 Patbgenos especificos

Salmonella

Se trata de un género de enterobacterias no formadores de esporas, anaerobias
facultativas y moéviles. Son oxidasa negativa y practicamente todas lactosa negativas
(Farmer 1995). La salmonelosis puede observarse bajo cinco diferentes sindromes
clinicos, que se presentan de forma exclusiva o superpuesta, y que corresponden a los
siguientes: portador asintomatico, gastroenteritis aguda, bacteriemia (la presencia de
una bacteriemia por Salmonella obliga a descartar la existencia de una infeccidn por el
VIH), infecciones focales (meningitis, osteomielitis o abscesos) y fiebre tifoidea. La
fiebre tifoidea es una enfermedad sistémica febril causada por S. typhi, S. paratyphi y
ocasionalmente, S. typhimurium (Hornick et al., 1970). El reservorio es el hombre
enfermo y el portador crénico que elimina bacilos por las heces, produciéndose

transmision fecal-oral.
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Enterobacter, Pantoea, Serratia, Citrobacter y Hafnia
Los microorganismos que pertenecen a los géneros Enterobacter, Pantoea, Serratia y
Citrobacter, rara veces causan infecciones en huéspedes sanos, pero son aislados

nosocomiales frecuentes.

e Enterobacter
Hasta la década de 1960 estos microorganismos estaban agrupados en la clasificacion
de Klebsiella-Aerobacter. Especies como E. cloacae, E. aerogenes, son responsables
de la mayoria de infecciones por Enterobacter. Estas bacterias fermentan la lactosa,
son moviles y forman colonias mucoides. Las cepas de Enterobacter suelen colonizar a
los pacientes hospitalizados, y las infecciones son comunes sobre todo en los tratados
con antibidticos y en aquellos en unidades de cuidados intensivos (Sanders et al.,
1997) y han sido asociados con infecciones de las vias respiratorias, del tracto urinario

de quemaduras, y de heridas.

e Pantoea agglomerans (anteriormente Enterobacter agglomerans)

Es un bacilo gramnegativo, causa fundamentalmente infecciones nosocomiales,
aungue también se han descrito casos de meningitis neonatal y de artritis séptica
(Kratz et al., 2003; Mensa et al., 2004). Puede crecer en medios ricos en glucosa, por
lo que ocasionalmente produce infecciones relacionadas con la infusidn intravenosa de
sueros, que pueden originar brotes de bacteriemia en los hospitales (Aguado et al.,
1998). Se ha referido un aumento de las resistencias de este microorganismo a los
antibidticos B-lactamicos, lo que puede motivar el empleo de los carbapenémicos en

ciertos casos (Aguado et al., 1998).

e Serratia
Se trata de microorganismos oportunistas, moviles y que fermentan la lactosa con
lentitud o no la fermentan. Serratia marcescenses, es la especie principal relacionada
con las enfermedades humanas. Se han comunicado raros casos de enfermedades
debidas a Serratia liquifaciens, Serratia raubidaea y Serratia odorifera. Entre las
infecciones nosocomiales Serratia provoca aproximadamente el 4% de las

bacteriemias y las infecciones del tracto respiratorio inferior y el 2% de las
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infecciones de las vias urinarias, heridas quirurgicas y piel (Acar 1986). El tratamiento
antibiotico de las infecciones por Serratia es complicado por la frecuencia elevada de

resistencia a multiples farmacos.

e Hafnia
Aunque en su momento se consideré miembro del género Enterobacter, Hafnia se
define como un género separado, con una Unica especie, Hafnia alves. Reside en el
tracto gastrointestinal del ser humano y de muchos animales (Janda et al., 2006). Son
bacterias moéviles pero no fermentan la lactosa. Se asocia a infecciones nosocomiales.
La sensibilidad a los antibidticos parece ser similar a la observada entre los

microorganismos del grupo Enterobacter.

e (Citrobacter
Los miembros del género Citrobacter se denominan asi por su capacidad para usar
citrato como su Unica fuente de carbono. Se diferencian por su capacidad para
convertir el triptéfano en indol, fermentar la lactosa y utilizar malonato (Lipsky et al.,
1980). C. freundii produce H,S de ahi que pueda confundirse con Salmonella. El tracto
urinario es el lugar de origen mas frecuente de los cultivos de Citrobacter, a menudo
asociado a un catéter insertado. Estas bacterias también pueden cultivarse a partir de
las vias respiratorias, un hallazgo que representa con mas frecuencia colonizacion que
infeccion sintomdtica. Las cepas de C. freundii tienen genes ampC inducibles que
codifican la resistencia a la ampicilina y cefalosporinas de primera generaciéon que
pueden producirse de manera constitutiva a altas concentraciones tras mutaciones,
ademas los aislados de Citrobacter pueden ser resistentes a otros multiples

antibidticos debido a genes de resistencia codificados por plasmidos.

Yersinia

Para el hombre los microorganismos patégenos son Yersinia pestis, Yersinia
enterocolitica y Yersinia pseudotuberculosis (Bottone 1997). Se trata de zoonosis que
habitualmente afectan a roedores, cerdos y aves, siendo el ser humano un huésped

accidental de la infeccidn. Y. pestis se desarrolla de forma aerobia en la mayoria de los
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medios de cultivo y no fermenta la lactosa. Es el agente etioldgico de la peste,

enfermedad que se considera erradicada en Espafia.

Proteus, Providencia y Morganella

Estos géneros son lactosa negativa, moviles y producen fenilalanindesaminasa. Hay
varias especies de Proteus, pero P. mirabilis y P. vulgaris representan la inmensa
mayoria de los aislados clinicos en este género. Ambos producen ureasa, y el ultimo es
indol positivo. Producen H,S. Se diferencian de los bacilos enterobacterianos tipicos al
expresar fimbrias y flagelos para dar bastones muy alargados con miles de flagelos que
translocan con rapidez a través de la superficie de placas de agar. Las Infecciones del
tracto urinario (ITU) causadas por Proteus spp. tienden a ser mas graves que las
producidas por E. coli, con una proporcion superior de pielonefritis. (Fairley et al.,
1971). Providencia stuartii es un microorganismo que rara vez se aisla en la clinica,
excepto a partir de la orina de enfermos en residencias o en ancianos con catéteres
urinarios insertados durante largo plazo. Morganella morganii, es el Unico miembro
de su género, aislado nosocomial poco comun, en general de orina o heridas, poseen
B-lactamasa AmpC inducibles de ahi que sean intrinsecamente resistentes a ampicilina

y cefalosporinas de primera generacion (Poirel et al., 1999)

Shigella

Shigella, especialmente S. flexneriy S. sonnei pueden causar enfermedades que van
desde diarrea leve, autolimitada a la disenteria severa con presencia frecuente de
sangre y moco, fiebre alta, calambres, y en casos raros, bacteriemia. Las
complicaciones de la shigelosis se ven con mayor frecuencia en los nifios, los ancianos
y los inmunocomprometidos. La resistencia a multiples farmacos en Shigella es un
problema emergente por lo tanto, la shigelosis es reconocida por la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) como una de las principales preocupaciones de salud

publica a nivel mundial (Salam et al., 1991; Sivapalasingam et al., 2006).
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Edwarsiella tarda, se encuentra en entornos de agua dulce, puede causar infecciones
de las heridas y bacteriemia con una elevada mortalidad, sobre todo en pacientes con
enfermedad hepdtica y sobrecarga de hierro (Janda 1993). Plesiomonas shigelloides
es otro microorganismo encontrado en el agua que se ha asociado a diarrea y, en raras
ocasiones, a infecciones extraintestinales. Dada la produccién de B-lactamasas, la
mayoria de los aislamientos actuales son resistentes a las penicilinas. Ewingella
americana es una causa muy rara de bacteriemia nosocomial, peritonitis asociada a
dialisis peritoneal y conjuntivitis. Las infecciones causadas por microorganismos que
pertenecen al género Kluyvera son infrecuentes. Se han aislado en orina, esputos o

heridas y en muchos casos no esta clara la importancia patoldgica de su presencia.

Klebsiella

El género Klebsiella esta constituido por K. pneumoniae, K. oxytoca y K. granulomatis.
Los microorganismos antes conocidos como K. ozaenae y K. rhinoscleromatis se
consideran subespecies que no fermentan de K. pneumoniae, las cuales se asocian a
manifestaciones clinicas caracteristicas.  Klebsiella pneumoniae es el principal
patdégeno humano. A excepcion de las dos subespecies citadas todos los miembros de
este género fermentan la lactosa, citrato, ureasa positiva e hidrolizan la esculina, la
mayoria produce colonias sumamente mucoides (Figura 6), debido a la produccion de
una capsula de abundante polisacdrido abundante (Janda 2006), y todas se

caracterizan por ser inmoéviles.

Figura 6.- Colonias de Klebsiella pneumoniae en MacConkey
agar Fuente www.bacteriainphotos.com
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Epidemiologia

K. pneumoniae es un microorganismo ubicuo cuyo habitat natural engloba la tierra, las
plantas, superficies humedas y el intestino de los mamiferos. En el hombre K.
pneumoniae, estd presente como saprofito en la nasofaringe y en el tracto
gastrointestinal, mientras que solo se considera un colonizador transitorio de la piel.
El porcentaje de deteccién de K. pneumoniae, en las heces de pacientes sanos oscila
de 1 a un 6%. Las tasas de colonizacion se elevan considerablemente en pacientes
hospitalizados o sometidos a tratamientos con antibidticos, llegando a ser del 77% en
heces, del 19% en la nasofaringe y del 42% en las manos de los pacientes. Por otro
lado, K. pneumoniae estd muy bien adaptado al medio hospitalario por tener mayor
capacidad que otras enterobacterias para sobrevivir en las manos del personal
sanitario y pacientes y su facilidad para ser transmitida entre pacientes, lo que hace
gue sea una de las especies mds implicadas en brotes nosocomiales (Podschun et al.,,
1998). En el medio hospitalario el principal reservorio lo constituye el tracto
gastrointestinal de los pacientes y las manos del personal sanitario. Los pacientes
colonizados a menudo son asintomaticos y actuan como fuente de infeccion para otros
pacientes que en caso de ser vulnerables podrian desarrollar infecciones clinicas

(Csewell & Philipps 1981).

Tipificacion

La tipificacidn de K. pneumoniae suele basarse en la presencia de antigenos capsulares
de los que se han descrito hasta 77 variedades antigénicas, que permiten tipificar la
mayor parte de los aislados clinicos. Actualmente se prefiere recurrir a técnicas de
genotipado como la electroforesis en gel de campos pulsados o la Reaccion en cadena

de la Polimerasa (PCR) (Mantilla et al. 2004).

Factor de virulencia

El principal factor de virulencia descrito para Klebsiella pneumoniae es su capsula de
polisacaridos que protege a la bacteria de la accidn fagocitica de neutréfilos y de la
accion bactericida del suero mediada por el complemento, como también se cree que

sucede con algunos antigenos somaticos. Las cepas que expresan los antigenos K; y K;
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parecen ser especialmente virulentas y se cree que el grado de virulencia conferido por

un antigeno capsular depende de su contenido en manosa.

Klebsiella pneumoniae posee tres tipos de fimbrias, siendo las de tipo | las
responsables de la uniéon al mucus y células epiteliales del tracto urogenital,
respiratorio y tracto gastrointestinal que juega un importante papel en la patogénesis

de las infecciones del tracto urinario y la neumonia.

Para asegurarse el aporte necesario de hierro, muchas bacterias, entre las que se
encuentra Klebsiella pneumoniae secretan quelantes de hierro de bajo peso molecular
denominados sideroforos que son capaces de competir con las proteinas de huésped
en la cadena de hierro. Los sideroforos presentes en Klebsiella pneumoniae son la

enterobactina y la aerobactina (Podschun & Ullmann 1998).

Klebsiella oxytoca, al igual que K. pneumoniae, pueden provocar una variedad de
infecciones nosocomiales. Se distingue de K. pneumoniae por su capacidad para
producir indol a partir de triptéfano. Asi mismo, puede ser resistente a multiples
antibioticos. Hay pruebas de que la Klebsiella oxytoca puede causar colitis hemorragica

asociada al uso de antibidticos (Hogenauer et al., 2006).

Manifestaciones Clinicas

K. pneumoniae es un importante agente etioldgico de infeccidén del tracto urinario y
neumonia en pacientes previamente sanos. Ademas de la neumonia y la infeccidn del
tracto urinario otras infecciones producidas por esta especie son las infecciones de
herida, infecciones relacionadas con dispositivos intravasculares y otros dispositivos
invasivos, infecciones de vias biliares, peritonitis y meningitis. K. pneumoniae es
después de E. coli es el principal agente de bacteriemia por gramnegativos
(Donnenberg 2010).

Una forma emergente de infeccion comunitaria por K. pneumoniae son abscesos
hepaticos piogénicos con o sin metastasis sépticas, que se vienen describiendo desde
hace 20 afios, particularmente en Taiwan, pero también en Asia, Europa y América del

Norte.
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Resistencia antibiotica

Todos los aislados de Klebsiella pneumoniae son intrinsecamente resistentes a amino
penicilinas como resultado de la presencia de un gen cromosémico codificador de una
B-lactamasa especifica SHV.; con actividad preferentemente penicilinasa que es

eficazmente inhibida por acido clavulanico.(Haeggman et al., 1997).

Una de las principales caracteristicas de Klebsiella pneumoniae es su facilidad para
diseminarse clonalmente y producir brotes nosocomiales, probablemente por su
capacidad de sobrevivir en la piel, asi como para adquirir determinantes de resistencia

de codificacién plasmidica y transferirlos a otras especies.

De acuerdo a los datos de la red de vigilancia a los antimicrobianos EARS-Net
(European antimicrobial resistance survillance system) Espafia, el porcentaje de
aislados invasivos de Klebsiella pneumoniae productores de B-lactamasa de espectro
extendido se ha mantenido estable en los uUltimos afios y en el afio 2010 se situaba

proxima al 10%, un dato similar al de los paises de nuestro entorno.

Escherichia coli

Es el microorganismo mads prevalente de la familia de Entero bacteridcea. La

estudiaremos mas detalladamente en el siguiente apartado.
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I1.2.

Especie Escherichia coli

2.1. Generalidades

Escherichia coli es la especie tipica del genero Escherichia, que a su vez es el género
tipico de la familia Enterobacteriacea. Fue descrita por primera vez en el siglo XIX por
el Dr. Theodore Escherich. E. coli es tanto la especie mas frecuente de anaerobio
facultativo encontrada en el tracto gastrointestinal humano como el patégeno de la
familia enterobacteriana hallado con mas frecuencia. En general, E. coli se distingue
de otros miembros de la familia por la capacidad de la mayoria de las cepas para
fermentar la lactosa y otros azucares y para producir indol a partir de triptéfano,
ademas casi todas las cepas son méviles. En la Figura 7 y 8 se observa el crecimiento
de colonias de E. coli en los medios de cultivo agar sangre y en medio selectivo
MacConkey agar respectivamente. Es la especie bacteriana predominante de la
microbiota normal del aparato digestivo de la mayor parte de los animales y del

hombre (Margall et al., 1997; Schroeder et al., 2004; Todar 2008).
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Figura 7. - Colonias de Escherichia coli en agar Sangre
Fuente www.bacteriainphotos.com

Figura 8.- Colonias de Escherichia coli en MacConkey agar
Fuente www.bacteriainphotos.com

2.2. Epidemiologia

Escherichia coli es el principal anaerobio facultativo de la flora microbiana que reside
en el intestino humano y de animales formando parte de la flora nativa intestinal y se
encuentra en calidad de saprobio sin causar dafio. Por el contario muchas cepas de E.
coli producen substancias que son utiles al hospedero, como son las colicinas, que
tienen un efecto inhibitorio sobre otras cepas potencialmente patdgenas, por lo que la
colonizacién del intestino es beneficiosa para el hospedador. El huésped se coloniza
desde el nacimiento con una o dos cepas que residen de manera permanente en el
intestino y establecen una relacion simbidtica con el individuo durante toda la vida
(Winfield et al., 2003; Kaper et al., 2004).Mientras que la mayoria de las cepas de E.
coli residen sin causar dafio en la luz del colon en individuos sanos existe un grupo
abundante de patotipos susceptibles de causar tipos especificos de enfermedad tanto
en huéspedes sanos como en aquellos con mecanismos de defensa inespecificos

comprometidos.
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E. coli es una bacteria comensal en el intestino de las aves de corral, ganado vacuno, y
cerdos que se utilizan para la produccién de alimentos. Los alimentos de origen animal
pueden contaminarse  con E. coli durante la masacre  de los
animales. E.coli encontrada en carne sobre todo, ha sido asociada con cepas
patégenas intestinales E. coli (por ejemplo, los patotipos enteropatogénica,
enterotoxigénica, y verotoxigénica). Recientemente se ha demostrado que cepas de
E. colide origen animal se asocian con infecciones extra-intestinales, tales como

infecciones del tracto urinario (Johnson et al., 2005).

La transmisién de patdégenos E. colia menudo se produce a través de la transmisién
fecal-oral (Kaper et al., 2004), Las vias comunes de transmisién son: la preparacion de
alimentos insalubres, la contaminacién agricola, debido a la fertilizacion con
estiércol, el riego de los cultivos contaminados con aguas residuales, o el consumo
directo de agua contaminada con restos fecales, también han sido transmitidas por las
moscas, asi como el contacto directo de hombre a hombre y a través de los animales
de granja, (Rahn et al., 1998; Trevena et al., 1999). Se ha evidenciado que los lacteos

y carne son reservorios primarios de cepas de E. coli 0157: H7 (Bach et al., 2002),

De acuerdo con la Administracién de Drogas y Alimentos de EE.UU., el ciclo fecal-
orales de transmisidn puede ser interrumpida por cocinar bien los alimentos, evitando
la contaminacidn cruzada, la instituciéon de barreras, como guantes para los
trabajadores de alimentos, las politicas de salud para empleados de la industria de
alimentos, la pasteurizacién de jugo o productos lacteos y los requisitos apropiados de
lavado de manos (Centro para la Seguridad Alimentaria y la Nutricién Aplicada de

EE.UU. 2006).

2.3. Clasificacion

Herzer y colaboradores desarrollaron en 1990, un sistema de clasificacidn basado en
el analisis de los patrones de movilidad electroforética de 38 enzimas metabdlicas

(http://www.bio.psu.edu/People/Faculty/Whittam/Lab/ecor/) de |Ia estructura
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poblacional de una colecciéon de 72 cepas de referencia de Escherichia coli de muy
diversos origenes (Ochman & Selander 1984). Los analisis filogenéticos de esta
coleccién revelaron 4 grupos filogenéticos principales, designados como A, B1, B2 y D

(Herzer et al., 1990).

Por otra parte, en funcion de su patogenia, se pueden distinguir cepas de E. coli
comensales y cepas E. coli patégenas. Las cepas de E. coli comensales constituyen
gran parte de la microbiota del intestino de humanos sanos, mamiferos y aves. Son
cepas perfectamente adaptadas a la coexistencia con su hospedador, raramente son
patdgenas y no desarrollan sintomatologia en dicho hospedador, excepto en casos de
inmunodepresion. Tipicamente pertenecen a los grupos filogenéticos A y B1 y se
caracterizan por carecer de muchos de los determinantes de virulencia que estan
presentes en cepas patogenas (Russo & Johnson, 2000). La mayoria de las cepas de E.
coli comensales como ya se ha descrito residen sin causar dafio en la luz del colén en
individuos sanos a diferencia de las cepas de E. coli patogénicas que producen factores
de virulencia especificos para cada patotipo, que pueden ser codificados por
bacteriéfagos, en pldsmidos o en fragmentos del cromosoma conocidos como islas de

patogenicidad.

2.3.1. Patotipos patbgenos

Las cepas patdgenas de E.coli se han dividido en diferentes patotipos segun su
mecanismo de patogenicidad y cuadro clinico (Kaper et al., 2004; Kaper et
al., 2005). Se ha precisado que siete grupos patdgenos o patotipos de E. coli
ocasionan diarrea en sujetos sanos: Escherichia  coli enterotoxigénica (ECET),
Escherichia coli enteroinvasiva (ECEI), Escherichia coli enterohemorragica (ECEH),
Escherichia coli enteroagregativa (ECEA), Escherichia coli adherente difusa (ECAD),
Escgerichia coli enteropatogena (ECEP), y Escherichia coli patogénica extraintestinal

(EXPEC) (Kaper 2004). Tabla 4.
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Tabla 4.- Caracteristicas clinicas de los patotipos de Escherichia coli

Patotipo Enfermedad Asociada virulencia del plasmido
ECET Pldasmidos que codifican factores
E. coli enterotoxigénica Diarrea acuosa de colonizacion y toxinas
ECEA. , . . Plasmidos que codifican factores
E. coli enteroagregativa La diarrea persistente ) .
de adherencia y toxinas

Diarrea acuosa, colitis

ECEI . . L o
, , , inflamatoria o Invasién plasmido

E. coli enteroinvasiva . ,

disenteria

ECEH

. .. Diarrea sin sangre, HC, o Plasmidos que codifican las
E. coli enterohemorrdgica

HUS toxinas (p0157)

ECEP
E. coli enteropatogénica Diarrea sin sangre Plasmido EAF
ECAD
E.coli de adherencia . .

, Diarrea sin sangre
difusa
ExPEC UTI, sepsis, meningitis
E. coli patogénica neonatal, o colibacilosis  ColV y pldsmidos Vir
extraintestinal aviar

e Escherichia coli enterotoxigénica (ECET)
Podria decirse que la diarrea causada por ECET humano es la enfermedad mas comun
causada por el cepas de E. coli. Se estima que hay mas de 650 millones de casos de
infeccién a cada afo, lo que resulta en casi 800.000 muertes (Qadri et al., 2005). Las
cepas ECET en humanos se adquieren a través de la ingestidon o la manipulacidon de
alimentos y agua contaminada. Después de la infeccién, tienen un inicio rapido de
diarrea acuosa que es generalmente auto limitante, pero pueden causar
deshidratacion siendo potencialmente mortal. Ocasionalmente los sintomas pueden
cursar, con fiebre, escalofrios y vomitos. Es una de las causas mas frecuentes de
deshidratacién por diarrea en nifios de menos de dos afos (Black et al., 1982), yes la
principal causa de la diarrea del viajero, que en general se desarrolla en un individuo
sano proveniente de un pais industrializado que visita regiones tropicales subtropicales

caracterizadas por condiciones de higiene deficientes (Turner et al., 2006).
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e Escherichia coli enteroagregativo (ECEA).
Las cepas ECEA, se definen por su patrén agregativo de adherencia a las células de
cultivos tisulares. Puede considerarse una verdadera infeccién emergente verdadera.
Los estudios han relacionado las cepas de E. coli enteroagregativa (ECEA) con diarrea
aguda y crdénica en los paises en vias de desarrollo y diarrea aguda en paises

desarrollados (Nataro 1987).

e Escherichia coli enteropatégeno (ECEP)
Es una causa importante de diarrea en neonatos en los paises subdesarrollados,
causando enfermedad muy raramente en adultos en el mundo desarrollado
(Rothbaum et al., 1982). Producen una lesién tipica en la mucosa intestinal, con la
formacién de microcolonias y la pérdida de las microvellosidades adyacentes.
Clinicamente se caracteriza por producir diarrea acuosa con mds o menos fiebre o
vomitos. El diagndstico de infecciones por E. coli enteropatégena (ECEP) radica en la
deteccion de los genes codificadores de los factores de virulencia especificos mediante
el uso de sondas de ADN o PCR. Para su prevencién son diversos los estudios que han
demostrado el importante papel de la lactancia materna en los primeros seis meses de

vida.

e Escherichia coli enteroinvasiva (ECEI).
Las cepas de E. coli enteroinvasiva (ECEI), son muy similares a las cepas de Shigella en
cuanto a caracteristicas y patogenia. Al igual que la Shigella las cepas de ECEI tienen
un gran plasmido de invasién que permite a las bacterias invadir las células epiteliales,
escapar del fagosoma, multiplicarse en el citoplasma y diseminarse directamente de
célula a célula. A diferencia de la mayoria de las E. coli, tantos cepas de ECEl como de
Sisella suelen ser inmoéviles, no pueden fermentar la lactosa y, debido a una deteccién
cromosomica, son lisinas descarboxilasa negativas (Maurelli et al, 1998). Se
distinguen sobre todo de Sisella porque las cepas de ECEl fermentan la glucosa y la
lactosa (Dsy et al., 2002). Asi como la Shigella las ECEIl puede conducir a diarrea acuosa,
susceptibles de progresar a disenteria, caracterizada por fuentes calambres

abdominales, una incidencia elevada de fiebre y diarrea sanguinolenta.
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e Escherichia coli enterohemorragica (ECEH)
Estas cepas producen toxinas de tipo Shiga (también denominadas verotoxinas), son
citotoxinas codificadas por bacteriéfagos que bloquean la sintesis de proteinas e
inducen la muerte de la célula huésped. Las cepas que producen toxinas Shiga pueden
causar enfermedad de grado variable como diarrea acuosa, diarrea sanguinolenta,
colitis hemorragica (HC), sindrome hemolitico urémico (SHU) y muerte (Griffin et al.,
1988). Entre las cepas de E. coli que generan toxinas Shiga (ECTS), aquellas que
comparten las cepas de ECEP la capacidad para provocar el efecto de fijacion y
borramiento codificado por la isla de patogenicidad locus de borramiento de
enterocitos se conocen como E. coli enterohemorragicas (ECEH). Las cepas de ECEH,
sobre todo las que pertenecen al serotipo 0157:H7, han sido responsables de grandes
brotes de infeccidn con tasas mds elevadas de complicaciones y parecen mas
patogénicas que cepas de ECTS no ECEH. El reservorio de cepas ECEH es el tracto
gastrointestinal de ganado joven y otros mamiferos y herbivoros grandes pero estas
pueden vivir durante largos periodos en el mar incluso con pH muy bajos y pueden
proliferar en vegetales y otros alimentos y bebidas. Los brotes suelen relacionarse con
el consumo de carne picada poco cocinada o productos agricolas, pero pueden
aparecer a partir de una amplia variedad de otras fuentes de alimentos, agua potable y
de recreo por contacto con animales mediante contacto directo de persona a persona

(Bell et.al., 1994; Jay et al., 2007).

También hay cepas de Escherichia coli productora de la toxina Shiga perteneciente al
serotipo 0104:H4, que tiene factores de virulencia caracteristicos del Patotipo de E.
coli enteroagregativa, que han causado el reciente brote en Alemania (2011). La cepa
ademds presenta varios factores de virulencia de cepas de E. Coli patégenas
extraintestinales y ha adquirido resistencia a numerosos antibidticos, incluidas las
cefalosporinas de tercera generacion, ya que presenta un plasmido que lleva genes
que codifican para las B-lactamasas TEM_; y CTX-M_s. Hay muy pocos reportajes
previos sobre el serotipo 0104:H4; es muy raro en humanos y nunca se detectd en

animales ni alimentos (Bielaszewska et al., 2011; Scheutz et al., 2011).
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e E. coli patogénica extraintestinal (EXPEC)
Designa las cepas con potencial para causar diversas infecciones extraintestinales
(Russo et al., 2000). Son un amplio grupo de agentes patdgenos que colonizan el
compartimento extraintestinal de huéspedes humanos y animales. Extraintestinales
patégenas de Escherichia coli (EXPEC) son una causa importante de infecciones del
tracto urinario (IUT), meningitis neonatal y septicemia en humanos (Smith et al., 2007).
El aislamiento de una cepa de E. coli de un paciente con una infeccion extraintestinal
no determina que dicha cepa sea EXPEC, ya que cualquier cepa comensal de E. coli
puede causar infeccion extraintestinal si el huésped esta inmunoldgicamente
comprometido. Designaciones mas restrictivas son utilizadas para patotipos causantes
de sindromes especificos: a) UPEC (Uropathogenic Escherichia coli), principal causante
de las infecciones en el tracto urinario, la cual presenta multiples adhesinas y toxinas
especificas de este patotipo y b) BMEC (Bacterial Meningitis Escherichia coli) principal
agente de meningitis en recién nacidos. Este patotipo puede atravesar la barrera
hematoencefdlica provocando un proceso de inflamacion de las meninges en el caso
de los neonatos. La mayoria de estas cepas ExPEC son patdégenos oportunistas que
infectan a estadios posteriores al stress, siendo el lugar de infeccién no

necesariamente el de la colonizacion.

2.4. Animales como reservorios de £. coli

Los animales son reconocidos como un reservorio de cepa E. coli patogénica
extraintestinal (EXPEC). Patologias causadas por EXPEC en animales de granja,
especialmente en aves de corral, como el caso de la colibacilosis que es responsable
de enormes pérdidas en los pollos de engorde. Los casos también se reportan para los

animales de compaiiia.

Las cepas E. coli comensal que llevan potencialmente factores de virulencia implicados
en el desarrollo de patologias humanas también colonizan el tracto intestinal de los

animales. (Bélanger 2011).
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2.5. Cepas E. coli patogénica aviar

Las cepas E. coli patogénica aviar con denominacidn especifica APEC (Avian Pathogenic
Escherichia coli), estan englobadas dentro del patotipo E. coli patogénica
extraintestinal (ExPEC), segun la clasificacion realizada por Russo y Johnson; este
patotipo causa infecciones extraintestinales tanto en aves de corral como en pollos,
patos y otras especies avicolas (Mellata et al., 2003). El proceso infectivo mds comun
por este patotipo, es la colibacilosis aviar, una enfermedad muy importante en la
avicultura ya que supone un serio problema en relacién con la salud animal, por ser
una de las principales causas de enfermedad, mortalidad y pérdidas econdmicas en las
granjas avicolas (Ewers et al., 2004; Johnson et al., 2004; Vandekerchove et al., 2004a).
Este hecho se debe a la frecuencia con la que se presenta y a la disminucion de indices
productivos y de bienestar animal. (Dho-Moulin et al., 1993; Gyles et al., 1993; Gross
et al., 1994; Barnes et al., 2003; Vandekerchove et al., 2004c; Monroy et al., 2005).
Ademas por los elevados costes de los tratamientos (Blanco et al., 1991, 1993, 1996;
La Ragione et al., 2002). Se presentan sobre todo en los meses de invierno y se han
relacionado con la ventilacién inadecuada de las granjas, malas condiciones de manejo e
higiene y con factores de stress bioldgico. El nivel de contaminacidn es directamente
proporcional con el nivel de infeccion intestinal, excrecion fecal e higiene. (Dozois et

al., 2000; Mellata et al., 2003).

2.6. E. coli como agente zoonodtico: importancia de los animales como

reservorio de cepas patdbgenas

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) define como zoonosis a las enfermedades
e infecciones que se transmiten de un modo natural entre personas y animales
vertebrados. La verdadera importancia de E. coli como agente zoonético, en el caso
de la colibacilosis, reside en determinados serotipos de E. coli, responsables de
toxiinfecciones alimentarias en el ser humano (Barnes et al., 2003). Se trata, de una de

la zoonosis alimentaria mas frecuente e importante en el hombre debido a la gravedad
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de los cuadros clinicos y al nimero de afectados, pudiendo suponer un grave riesgo
para la salud publica. La transmisidn en el caso de humano a humano es a través de
alimentos, las cepas de E. coli de humanos se introducirian durante el proceso de
preparacion de la carne por los manipuladores de alimentos. En el caso de una fuente
animal, los E. coli se derivan a partir del contenido cecal del propio animal, y de la

contaminacién que se producen durante el proceso de sacrificio.

Estudios como el de Ewers et al., 2009, concluyeron, que ciertas cepas en ausencia de
un brote, y particularmente cepas fecales provenientes del intestino de las aves de
corral clinicamente sanas, tienen un potencial zoondtico, ya sea porque se transfieren
directamente de las aves a los seres humanos o servir como una reserva genética de
las cepas patdgenas extraintestinales. Recientemente, se ha sugerido que las
Escherichia coli que causan infeccién del tracto urinario (ITU) pueden provenir de la
carne y los animales. Vincent et al., 2010, muestra que algunos cepas E. coli aisladas
en carne de pollo al por menor y otras fuentes de alimentos estan estrechamente
relacionadas con E. coli que causa las infecciones urinarias (ITU) en humanos, en la
misma linea Jakobsen et al, 2012, mostré una relacién clonal entre cepas
E. coli aisladas en de la carne y las los seres humanos, proporcionando evidencia sélida

de que la ITU es zoonosis.

Hay estudios que indican que los aislados APEC podrian resultar patdégenos para los
mamiferos (Jonson et al., 2006; Skyberg et al., 2006) y referencias en las que cepas
humanas y aviares presentan similitudes o comparten serotipos y factores de
virulencia (Siek et al., 2005b; Dho-Moulin et al., 2006), sugiriendo que los APEC
podrian actuar como reservorio de factores de virulencia para los seres humanos.

(Schroeder et al., 2003; Cortés et al., 2010).

Los animales para el consumo pueden estar colonizados por E. coli productor de B-
lactamasa de espectro extendido BLEE y se han considerado como posibles fuentes de
cepas de E. coli multirresistentes causantes de infecciones en la comunidad, ya que,

pueden adquirir, mantener y transmitir genes de resistencia procedentes de otros
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organismos en el medio ambiente. Estas cepas se han detectado cada vez mas en los
alimentos de origen animal en diferentes paises desde 2002 y han ganado considerable
atencion en todo el mundo (Junying et al., 2012). Existen pocos estudios que
describen una clara evidencia de la transmision directa de E. coli productoras de -
lactamasa de espectro extendido (BLEE) aisladas de animales productores de alimentos
o alimentos para los seres humanos. Aunque existen datos sobre clones comunes E.
coli BLEE en los seres humanos y animales para el consumo humano, que proporcionan
evidencia indirecta sobre esta transmision. Hallazgos recientes indican que es mas
probable que la transmisién de los genes de E. coli BLEE, plasmidos y clones de aves
de corral a los seres humanos (Hammerum & Heuer 2009) puede ocurrir a través de la
cadena alimentaria. Ademas, la evidencia de propagacién de organismos portadores
de BLEE a través del contacto directo con animales o indirectamente a través del
medio ambiente es limitada. Sin embargo, las personas que trabajan con las aves de

corral tienen un riesgo mayor para el transporte intestinal de bacterias.
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I1.3.
Antibioticos

3.1. Generalidades

Los antimicrobianos son sustancias que actdan inhibiendo la replicacién de los
microorganismos, por lo que se utilizan para el tratamiento de las enfermedades
infecciosas. Estos antimicrobianos se clasifican en antibacterianos, antifingicos,
antiviricos, y antiparasitarios segun el grupo de organismos sobre los que actuan. El
término <<antibiético>> se utiliza para denominar a aquellos antimicrobianos que son
producidos de manera natural por algunos microorganismos, esencialmente por
bacterias y hongos. Algunos antimicrobianos se obtienen a partir de antibiéticos que
son modificados por métodos quimicos para obtener derivados con mejores
propiedades, a estos productos se les conoce como <<semisintéticos>>. El resto de
antimicrobianos desde las sulfamidas hasta los Ultimos antiviricos se obtienen por

sintesis quimica y se denominan <<quimioterdpicos>>.

Es un poco dificil definir cudndo comienza la historia de los antibiéticos. Sin embargo,
podemos citar que en los primeros afos del siglo XX, cuando Paul Ehrlich anuncio la
eficacia del salvarsan para el tratamiento de la sifilis, muchos pensaron que la lucha

contra las enfermedades infecciosas habia sido ganada.

Es interesante mencionar, como relata Lago Galdston (1943) que Calvin Coolidge, hijo
del trigésimo presidente de los Estados Unidos, murié el 7 de julio de 1924. La causa de
su muerte fue una septicemia. Una semana antes el joven se habia hecho una herida
en el dedo de un pie. Parecia poco importante. Sin embargo, fue la puerta de entrada
de su muerte, ya que, el martes se lesiond, el miércoles a la noche se quejo de fuertes
dolores en la ingle, pensandose en apendicitis. Se llamaron a especialistas que llegaron
rapidamente al verdadero diagnodstico el dia jueves: septicemia. Se luchd con todoy lo
mejor para salvarlo, el sabado ingresé al hospital y fue operado de urgencia, todo fue

en vano, el domingo empeord y el lunes, murié. La muerte habia triunfado, no habia
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herramientas para la lucha. Doce afios después (1936), los diarios atraian al lector con
una noticia: Franklin Delano Roosvelt, hijo de otro presidente, estaba muy enfermo,
infectado. Pero habia mas esperanzas, dado que se disponia de un medicamento capaz
de matar microorganismos dentro de la corriente sanguinea. El joven se salvd. Asi el
publico conocid el Prontosyl, la primera sulfamida. En 1935 Domagk habia presentado

su primera monografia sobre eficacia del Prontosyl.

En el Hospital St. Mary de Londres, Alexander Fleming en el curso de su investigacion,
una observacién fortuita, analizada con espiritu critico y enorme base cientifica,
produjo el inicio de un proceso que culmind con la obtencién de la penicilina. Mientras
él estudiaba el hongo, sus productos de secrecidn, sus estructuras quimicas, la
existencia del Atoxyl, Salvarsan y Prontosyl, entre otras sustancias, hacia pensar que
todo estaba resuelto. Nadie prestaba atencién al nuevo descubrimiento. Pasaron diez
largos afios, las sulfamidas no solamente habian demostrado su eficacia, sino que se
conocia como actuaban, cosa que no ocurria con la penicilina. En el afio 1939 se
produce un nuevo descubrimiento, René Dubos de la Fundaciéon Rockefeller,
investigando los microorganismos del suelo, descubre la tirotricina. El descubrimiento
de la tirotricina, un antibidtico, llevd la atencién nuevamente hacia la penicilina, dado
que la tirotricina era natural, obtenida por biosintesis, de mecanismo de accién
desconocido y poderosamente activa, aunque téxica. Howard Florey, australiano que
trabajaba en Oxford, retoma el trabajo de desarrollo de la penicilina. Demostrar
nuevamente la eficacia y ahora la inocuidad de la penicilina fue la primera tarea, que
fue muy compleja, especialmente por las pequeias cantidades de droga de que se
disponia y la poca pureza en que se encontraba. Esto ocurria en los primeros afios de la
década del 40. La revolucién de los antibidticos habia comenzado. En los afios
siguientes, comenzaron a descubrirse nuevas drogas. Se transcriben algunos de los
hallazgos mas trascendentes: En la década del 40 estreptomicina, cloranfenicol y
clortetraciclina. En la década del 50 eritromicina y vancomicina. En la del 60,
gentamicina, ampicilina, cefalotina y amikacina. En la del 70, cefalexina, carbenicilina,
cefoxitina y cefaclor. En la del 80, cefotaxima, moxalactam, combinacién acido
clavuldnico-amoxicilina, combinacién imipenem-cilastatina, aztreonam. En los 90

aparecen las fluoroquinolonas, nuevos macrdlidos, y nuevas cefalosporinas y agentes
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antivirales mas efectivos. A partir del 2000 registramos la aparicién de quinolonas de

espectro ampliado.

3.2 Clasificacion de los diferentes Antibidticos

En la Tabla 5,

principales antibacterianos que pertenecen a cada grupo.

Tabla 5.-

Mecanismo Accion

Pared bacteriana

Membrana

citoplasmatica

Ribosomas

Nucleo

Grupo Farmacologico

Betalactamicos

Glucopéptidos
Fosfomicina

Lipopéptidos

Polimixinas

Macrélidos
Aminoglucésidos
Tetatriciclina
Glicilciclinas
Anfenicoles
Oxazolidinonas

Rifamicinas
Quinolonas
Sulfamidas
Diaminopirimidinas
Nitrofuranos
Nitroimidazdlicos
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Principales Antibacterianos

Antibacterianos

Penicilinas Cefalosporinas
Monobactamicos Carbapenémicos

Vancomicina

Daptomicina

Lincomicinas
Tobramicina Amikacina
Doxiciclina

Eritromicina
Gentamicina
Tetraciclinas
Tigeciclina
Cloranfenicol
Linezolid

Rifampicina
Ac. Nalidixico Ciprofloxacina Levofloxacina

Trimetropin
Nitrofurantoina
Metronidazol

se resume los grupos farmacolégicos el mecanismo de accién y los
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I1.4.

Antibioticos B-lactamicos

4.1. Generalidades

Los antibidticos B-lactdmicos, constituyen la familia mas numerosa de antimicrobianos
y la mds utilizada en la practica clinica. En 1928 Fleming observo el efecto inhibidor del
Penicillium, un hongo filamentoso, sobre el crecimiento de bacterias en una placa de
cultivo, pero fue en la década de los 40 cuando se consigue la produccion industrial de
la penicilina gracias a los estudios de Florey y Chain (Joklik 1996). Se trata de
antibioticos de accidon bactericida lenta, con actividad dependiente del tiempo, que en
general tienen buena distribucidn y escasa toxicidad. Estos antibidticos presentan
como estructura bdsica el anillo B-lactdmico, formado por la condensaciéon de alanina 'y

B-dimetilcisteina.

4.2. Mecanismo de accion.

La similitud estereoquimica del anillo B-lactamico con el dipéptido d-alanina-d-alanina
(Spratt 1963) le permite interaccionar con diversas proteinas enzimaticas con actividad
de transpetidasa y carboxipeptidasas situadas en la superficie de la membrana
plasmadtica bacteriana, moléculas encargadas de modelar la configuracién definitiva de
la capa de peptidoglucano, ademas de guiar su reorganizacién durante la divisidon de
las bacterias. A estas proteinas de membrana las conocemos genéricamente como
proteinas fijadoras de penicilinas (penicilin binding proteins o PBPs) (Tipper &
Strominger 1965). La actividad antibacteriana de los B-lactamicos esta relacionada con
la capacidad para interferir de forma competitiva, en la actividad de las PBPs (Figura 9).
(Los B-lactamicos actuan también activando una autolisina bacteriana enddgena que
destruye el peptidoglucano. (Marin & Gudiol 2003). Tienen accién bactericida. Para
gue actlen los betalactamicos es necesario que la bacteria se halle en fase de

multiplicacién, ya que es cuando se sintetiza la pared celular.
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Figura 9.- Estructura del peptidoglucano y sitio de accién del B-lactamico. Actuan impidiendo
la sintesis de la pared bacteriana, al unirse a las proteinas ligadoras de penicilinas (PBP), cuya
funcidn es catalizar una serie de reacciones de transpeptidaciéon y carboxipeptidacién
necesarias para la sintesis del peptidoglucano de la pared bacteriana, inhibiendo la sintesis del
peptidoglucano, que es el componente que confiere estabilidad y rigidez a la bacteria,
protegiéndola de la rotura osmoética.

*-\
Unién de la penicilina SLV

con la enzima
Muerte bacteriana Peptidoglicano |

2/

| Penicilina_
Inhibicion de la sintesis de la — -
pared celular Penicilina-Enzima

4.3 Clasificacion y estructura quimica. Espectro de accion.

Para que el B-lactdmico sea activo, es preciso que esté unido a otros radicales
(habitualmente otros anillos). La asociaciéon de diferentes tipos de cadenas lineales,
junto con las caracteristicas propias de este esqueleto basico (Figura 10), formado por
los 2 anillos (llamado nucleo), modifica las propiedades del compuesto resultante y da
lugar a los diferentes grupos de antibidticos B-lactamicos: penicilinas, cefalosporinas,
carbapenémicos, monobactamicos e inhibidores de las B-lactamasas. Dentro de cada
grupo, pequeias alteraciones en la estructura quimica son capaces de modificar las
caracteristicas del antibiotico, como el espectro, la afinidad por determinados

receptores o la resistencia a las B-lactamasas (Tipper & Strominger 1965).
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Figura 10.- Anillo betalactdmico o B-lactdmico, también llamado penam es una estructura

lactamica con un anillo heterociclico que consiste en tres atomos de carbono y un atomo de

nitrégeno. Fuente Antibidticos_betalactdmicos.png
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En la Tabla 6, se resume la clasificacion de los antibiéticos B-lactamicos dependiendo

de su estructura y destacando sus principa

les representantes.

Tabla 6.- Principales antibioticos 3-lactamicos

Clase Grupo
Penicilinas Penicilinas
naturales

Aminopenicilinas
Ureidopenicilinas
Carboxipenicilinas
Penicilinas
resistentes a la
penicilinasas
Cefalosporinas Cefalosporinas 1G
Cefalosporinas 2G
Cefalosporinas 3G

Cefalosporinas 4G
Cefamicinas

Monobactamicos
Carbapenémicos

Cefalosporinas 2G

Acido Clavuldnico
Sulbactam
Tazobactam

Inhibidores de la
B-lactamasas

Rossana Abreu Rodriguez

B-lactamico

Penicilinas G (Bencilpenicilina), Penicilinas V

Ampicilina, Amoxicilina

Azlocilina, Mezlocilina, Piperacilina
Ticarcilina, Carbenicilina

Meticilina, Nafcilina Isoxazolpenicilinas
(Cloxacilina, Oxacilina, Dicloxacilina)
Cefazolina, Cefalotina, Cefradina,
Cefalexina, Cefadroxilo

Cefamandol, Cefuroxima, Cefaclor,
Cefixima, Cefpodoxima, Ceftibuten,
Cefdinir, Cefotaxima, Ceftizoxima,
Ceftazidima, Cefoperazona

Cefepime, Cefpirome

Cefoxitina
Aztreonam
Imipenem, Meropenem, Doripenem
Ertapenem
Amocililina- acido Clavulanico
Ampicilina-Sulbactam
Piperacilina-Tazobactam
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La penicilina continta siendo el tratamiento de eleccién en un buen numero de
infecciones; las cefalosporinas tienen un gran abanico de indicaciones; los
carbapenémicos se usan en infecciones nosocomiales y en infecciones causadas por
bacterias multirresistentes, y los inhibidores de las B-lactamasas permiten recuperar el

espectro de actividad de las penicilinas a las que acompaiia.

a. Penicilinas, son un grupo de antibiéticos que contienen un anillo B-lactdmico y un
anillo de tiazolidina, formando el acido 6-aminopenicilanico, estructura que deriva de
la condensacién de una molécula de valina y una de cisteina para dar lugar al doble
anillo caracteristico (Figura 11). Ademds tienen una cadena lateral, que varia de unas
penicilinas a otras en la posicion 6 del anillo B-lactamico y que es el que define sus

propiedades.

Figura 11.- Nucleo de las penicilinas (en rojo se observa el anillo (3-lactamico)

Fuente Antibioticos_betalactamicos.png
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Segun el espectro de accion las penicilinas se pueden dividir en cuatro subgrupos:

1. Las penicilinas de primera generaciéon presentan actividad frente a bacterias
grampositivas no productoras de B-lactamasas, bacterias anaerobias y algunos

cocos gramnegativos (como el meningococo)

2. Las penicilinas semisintéticas resistentes a penicilasas son el tratamiento de

eleccidn para las infecciones debidas a bacterias del género Staphylococcus.

Rossana Abreu Rodriguez 42


http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/9/98/Antibi%C3%B3ticos_betalact%C3%A1micos.png

Tesis Doctoral Revision y antecedentes

3. El espectro de accion de las aminopenicilinas es mas amplio que el de las
penicilinas de primera generacion, actuando ademds frente a cocos
gramnegativos, enterobacterias no productoras de B-lactamasas y enterococos.

4. Por ultimo, las ureidopenicilinas y las carboxipenicilinas presentan buena
actividad frente a bacilos gramnegativos aerobios incluyendo Pseudomonas

aeruginosa.

b. Cefalosporinas, son farmacos estructuralmente similares a las penicilinas, cuya
estructura basica (Figura 12), estd constituida por el nucleo cefem, que consiste en la
fusién de una anillo dihidrotiacinico y un a anillo B-lactdmico. La introduccion de

modificaciones en las cadenas laterales origina las diversas cefalosporinas.

Figura 12.- Nucleo de las cefalosporinas (en rojo se observa el anillo 3-lactdmico)

Fuente Antibioticos_betalactdmicos.png
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Segun el espectro de accidn se pueden dividir segun su orden cronolégico de aparicion

en cuatro generaciones:

1. Las de primera generacién 1G, son las mas activas frente a Staphylococcus no
productores de [-lactamasas, como por ejemplo: cefalotina, cefazolina,

cefaclor.

2. Las de segunda generacién 2G, amplian su espectro frente a bacterias
gramnegativas de origen comunitario, como por ejemplo la cefuroxima,
cefamandol y junto a ellas las cefamicinas como cefoxitina y cefminox mas

activas frente a los Bacteroides del grupo fragilis.
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3. Las de tercera generacion 3G, son mas activas frente a bacterias gramnegativas
de adquisicién nosocomial, como por ejemplo: cefotaxima, ceftazidima,
ceftriaxona.

4. las de cuarta generacion 4G, presentan buena actividad frente a bacterias

grampositivas, gramnegativas y Pseudomonas, como por ejemplo: cefepima.

c. Carbapenémicos, su estructura bdsica consiste en la union de un anillo B-lactamico
con un anillo pirrolidinico  compartiendo un nitrégeno (Figura 13).  Estas
modificaciones y las cadenas laterales, asi como la posicién de estas condicionan la
mayor afinidad por las proteinas fijadoras de penicilinas (PBP) diana, un incremento de
la potencia del espectro bacteriano y de la resistencia a las B-lactamasas siendo los B-
lactdmicos de mas amplio espectro y actividad. Los carbapenémicos son muy estables
frente a B-lactamasas de manera que dentro de los antibiéticos B-lactamicos son lo

gue presentan el espectro mas amplio.

Figura 13.- Estructura del Imipenem

Fuente Antibidticos_betalactdmicos.png
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Los representantes de este grupo son imipenem, meropenem y ertapenem siendo
activos frente a bacterias grampositivas, gramnegativas y anaerobias. Imipenem es
mas activo frente a bacterias grampositivas, mientras que ertapenem y meropenem
presentan mayor actividad frente a bacterias gramnegativas aerobias. Cabe destacar

la falta de actividad de ertapenem frente a Pseudomonas aeruginosa.
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d. Monobactamicos, contienen solo el anillo B-lactdmico (Figura 14). Son derivados
del acido 3 aminomonobactamico (3-AMA). Tienen una estructura B-lactdmica sencilla
con una estructura monociclica en la que el anillo B-lactamico no esta fusionado a otro

secundario.

Figura 14.- Estructura del Aztreonam
Fuente Antibioticos_betalactamicos.png
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Aztreonam es el Unico representante de este grupo, siendo activo frente a bacterias
gramnegativas aerobias, incluyendo a Pseudomonas aeruginosa pero carece de

actividad frente a bacterias grampositivas ni anaerobios.

e. Inhibidores de B-lactamasas, son moléculas que presentan escasa actividad
intrinseca y se utilizan en combinacidn con penicilinas (amoxicilina- ac. clavuldnico,
ampicilina-sulbactam, ticarcilina-ac.clavulanico y piperacilina-tazobactam) para
restaurar la actividad inicial del B-lactdmico en organismos que se han hecho
resistentes  por  produccion de  B-lactamasas  (Staphylococcus  aureus,
Enterobacteriaceae, bacteroides spp) y amplian el espectro a bacterias que no eran

sensibles intrinsecamente por produccion natural de estas enzimas (K. pneumoniae).
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Figura 15. - Estructura de los inhibidores de betalactamasas

Fuente Antibioticos_betalactamicos.png
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Dentro de los inhibidores de las B-lactamasas con una estructura p-lactdmica se

encuentran el sulbactam, el dcido clavuldnico y el tazobactam. Figura 15.

v’ El sulbactam es una sulfona semisintética del acido penicilanico.

v El tazobactam posee un grupo triazol en posicién 3.

v' El &cido clavuldnico tiene un nucleo similar al acido penicilanico de las
penicilinas pero se sustituye el atomo de azufre por uno de oxigeno aumenta la
afinidad por las B-lactamas y carece de la cadena lateral acilamino en posicién
6.

v’ Estos inhibidores se fijan a las B-lactamasas dejandose hidrolizar por ellas y
permite asi que esas no interfieran en la accién de los B-lactdmicos con los que

se combinan.
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I1.5.

Mecanismos de Resistencia bacteriana

Entendemos por resistencia bacteriana la condicién microbiolédgica caracterizada por la
capacidad natural o adquirida por parte de una cepa bacteriana de permanecer
refractaria a los efectos bactericidas o bacteriostaticos de un antibidtico (Jacoby et al.
1995). Las bacterias a lo largo del tiempo han producido una amplia variedad de
mecanismos de resistencia, con el fin de contrarrestar el efecto de los antibidticos.
Aunque el fendmeno de la resistencia antimicrobiana, es comun en casi todas las
especies de bacterias, solo algunas cuantas lo han desarrollado en una magnitud tal
que se ha convertido en un verdadero problema de salud publica, oscureciendo el

prondstico clinico en algunos casos e incrementando los costos en salud.

5.1. Genética molecular de la resistencia antimicrobiana

Para que tenga lugar la evolucién microbiana es esencial una variabilidad genética. La
menor sensibilidad a un antimicrobiano de un microorganismo depende de su
capacidad para adaptarse a las condiciones cambiantes del medio ambiente (Rice et
al., 2001). Los farmacos antimicrobianos ejercen presiones selectivas potentes sobre
las poblaciones bacterianas, favoreciendo a los microorganismos que son capaces de
resistir (Lupski et al.,, 1987; Rice et al.,, 2001). La variabilidad genética acontece a
través de diversos mecanismos. Las mutaciones puntuales pueden producirse en un
par de bases de nucledtidos, y se denominan cambios microevolutivo. Estas
mutaciones pueden alterar la especificidad del sustrato enzimatico o el lugar diana de
un farmaco antimicrobiano, interfiriendo con su actividad. Un segundo nivel de
variabilidad gendmica en las bacterias se conoce como cambio macroevolutivo y da

lugar a reordenamientos de extensos segmentos de ADN como acontecimiento
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individual. Dichos reordenamientos pueden incluir inversiones, duplicaciones,
inserciones, deleciones o transposiciones de secuencias extensas de ADN desde un
lugar de un cromosoma o pldasmido bacteriano a otro. Estos reordenamientos a gran
escala de segmentos enteros del genoma bacteriano con frecuencia son generados por
elementos genéticos especializados Ilamados integrones, transposones o secuencias
de insercion, que tienen la capacidad de insertar, reordenar y moverse
independientemente del resto del genoma bacteriano. (Lupski et al., 1987). Un tercer
nivel de variabilidad genética en las bacterias se crea por la adquisicion del ADN
extrafio portado por los plasmidos, bacteriéfagos, secuencias de ADN desprovistas de
cubierta (ADN desnudo) o elementos genéticos trasmitidos de otras bacterias (es decir

transmision horizontal).

La herencia de ADN extrafio contribuye alin mas a la variabilidad genética de un
microorganismo y su capacidad para responder a las presiones de seleccidon impuestas
por los antimicrobianos (Medeiros et al, 1997). Una vez el gen de resistencia
antimicrobiana evoluciona puede propagarse entre bacterias por transformacion,
transduccidn, conjugacidén o transposicion. Los clones favorecidos de las bacterias
pueden proliferar en la microbiota de pacientes tratados con antibidticos. Se tienen
pruebas de que los genes de resistencia antimicrobiana ya estaban presentes antes de
gue estuviera disponible el tratamiento antibidtico y es probable que se originaran de

bacterias productoras de antibidticos (Medeiros et al., 1997; Gardner et al., 1969).

5.2. Elementos de transferencia horizontal en Enterobacteriaceae

La transferencia horizontal parece tener un papel crucial en la adaptacién bacteriana a
nichos ecoldgicos especificos y en la diseminacion y la persistencia de la resistencia a
antibidticos entre miembros de la familia Enterobacteriaceae (Bennett 2004; Frost et
al., 2005). La estructura modular de los elementos de transferencia horizontal favorece
el intercambio entre distintos elementos genéticos, dotando de una gran plasticidad a
las poblaciones bacterianas (Osborn et al, 2002; Toussaint et al, 2002).
Recientemente se ha sugerido que la transferencia horizontal estda mas favorecida por

la proximidad entre microorganismos que comparten caracteristicas genéticas como el
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tamafio del genoma o su contenido en G+C que por su proximidad filogenética (Jain et
al., 2003). Estos grupos bacterianos que intercambian material genético de forma
preferencial son denominados “comunidades de intercambio genético” (“exchange
communities”). A continuacidn, se analizan los principales elementos genéticos
moviles asociados a la diseminacion de la resistencia a antibidticos en

Enterobacteriaceae.

5.2.1. Plasmidos

Son elementos extracromosdémicos que ya estaban presentes en las bacterias
(Gardner et al., 1969; Barlow et al, 2008) antes de la introduccién de los
antimicrobianos en el siglo XX. El tratamiento antimicrobiano creo presiones de
seleccion que favorecieron la propagacion de los genes de resistencia a través de los
elementos géneticos moviles (Lupski et al., 1987; Medeiros et al., 1997; Barlow et al.,
2008). Los plasmidos son elementos genéticos que se replican de forma auténoma vy
estan formados por moléculas circulares de ADN bicatenario, cerradas de modo
covalente y cuya longitud varia desde menos de 10 pares de kilobases hasta mas de
400 kilobases. Son habituales en las bacterias (Barlow et al., 2008). Los plasmidos
(Figura 16), estan especialmente adaptados para servir como elementos de
intercambio genético y propagacién de genes de resistencia (Rice et al, 2001;
Medeiros et al., 1997). Ademas de la resistencia antimicrobiana, los plasmidos pueden
determinar una amplia variedad de funciones incluida la virulencia y la capacidad
metabdlica. Todos los pldsmidos poseen un sitio de replicacion del ADN polimerasa

para unirse y replicar el ADN pldsmido.

Figura 16.- Fotografia al microscopio electronico de un pequenio plasmido bacteriano
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Los plasmidos se componen de una regidon constante que contiene los genes
responsables de funciones esenciales como la replicacién, el mantenimiento y la
transferencia, y una regidén variable donde se localizan los genes responsables de
funciones adaptativas (resistencia a antibioticos, factores de virulencia, o produccién

de bacteriocinas) (Osborn et al., 2000; Taylor et al., 2004; Thomas 2004). (Figura 17)

Figura 17.- La estructura de los plasmidos. (Adaptada Osborn et al., 2000)
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La clasificaciéon de los plasmidos se ha realizado en base a diferentes criterios,
como el numero de copias, el rango de hospedador, el grupo de incompatibilidad,
y su capacidad de transferencia entre células. Esta ultima caracteristica permite
diferenciar estos elementos en pldsmidos conjugativos y plasmidos movilizables

(Taylor et al., 2004).

5.2.2 Elementos Genéticos Transponibles

Los Transposones pueden translocarse como una unidad desde un area del
cromosoma bacteriano a otra o entre el cromosoma vy el plasmido o el ADN del
bacteriéfago. Los elementos genéticos transponibles poseen un sistema
especializado de recombinacién que es independiente del sistema de

recombinacion generalizado que clasicamente permite la recombinacion de
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secuencias de ADN en gran parte homologas a través de acontecimientos de
entrecruzamiento (el sistema recA de las bacterias). Existen dos tipos de
elementos genéticos transponibles transposones (Tn) y secuencias de insercion
poseen caracteristicas similares. Los transposones difieren de las secuencias de
insercién porque codifican genes funcionales que median una caracteristica
fenotipica reconocible, como un marcador de resistencia antimicrobiana. Los
transposones y las secuencias de insercién son incapaces de autorreplicarse vy
deben estar presentes un replicon, como el cromosoma, un bacteriéfago o un
pldsmido para replicarse y mantenerse en una poblacién bacteriana. Algunos
transposones tienen la capacidad de moverse de una bacteria a otra sin
permanecer fijos en un pldsmido o bacteriéfago. Se hace referencia a estos

elementos como transposones conjugativos.

La transposicion suele dar lugar a la replicacién localizada del elemento
transponible a partir de la secuencia de ADN del donante original y la insercidn de
una copia del elemento transponible en la secuencia receptora de ADN
(transposicién replicativa) (Rice et al., 2001; Lupski et al., 1987). Similar a la
mutacion puntual, la transposicién es un proceso continuado en la poblacién
bacteriana. Los transposones también son esenciales en la evolucion de los
plasmidos de resistencia que contienen multiples determinantes de resistencia

antimicrobiana.

Figura 18.- Elementos Genéticos extracromosomal.
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Se observa en la representacién (Figura 18), un microorganismo con tres genes de
resistencia antimicrobiana, el primero en el cromosoma (denominado PBP, una
proteina de unién a penicilina de baja afinidad) el segundo (un gen de B-
lactamasas bla) en un plasmido pequefio no conjugable y el tercero (TET M, un
determinante de resistencia a la tetraciclina) en un transposén que se encuentra en

un plasmido autoconjugables de gran tamaio.

El intercambio genético de genes de resistencia antimicrobiana acontece entre
bacterias de especies y géneros muy diferentes (Brisson et al., 1988). Debido a las
presiones muy variables de seleccién ambiental creadas por los antimicrobianos y la
plasticidad de los genomas bacterianos, parece inevitable la evoluciéon continuada

de especies multirresistentes (Cohen 1992; Hawkey 1998).

5.2.3. Elementos de Integracién del ADN

El analisis genético de las secuencias de ADN adyacentes a los genes de resistencia
antimicrobiana reveld que las unidades de integracidn exclusiva suelen existir cerca
de los lugares promotores (Recchia et al., 1997). Estos elementos de integracion,
llamados integrones (Recchia et al., 1997), facilitan la transferencia e integracién
lateral de genes de resistencia antimicrobiana a partir de cassettes génicas mdviles.
Los integrones son estructuras genéticas que han despertado gran interés (Hall &
Collis 1997), debido a que algunos de ellos vehiculizan genes de resistencia a los

antimicrobianos.

Un integrdén se puede definir como un elemento genético dindmico, en el que por
un mecanismo de recombinacion sitio-especifica acumula una combinacidon de
genes estructurales organizados como un operdn. Los genes estructurales presentes
en los integrones conocidos son mayoritariamente, pero no exclusivamente, genes
de resistencia a antibidticos. Para la actividad de los integrones se requiere un gen
que codifica una recombinasa sitio-especifica conocida como integrasa, cuya
funcién es catalizar la recombinacion entre dos secuencias cortas de ADN que

pueden ser de dos clases attl y attC.
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Figura 19. - Estructura basica de un integrén. La region variable consta de uno o varios cassettes

con los distintos genes de resistencia. La caja negra con doble flecha corresponde a la zona

donde se sitdan los dos promotores divergentes. En la parte superior aparece la estructura y

ubicacién de los correspondientes sitios attC.
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Estructuralmente se suele hablar de tres regiones en un integrén (Figura 19): Una
region constante 5' que contiene bdsicamente el gen de la integrasa que se
transcribe de derecha a izquierda. En el extremo 5' del gen de la integrasa se
encuentra una regién con dos promotores divergentes que controlan
respectivamente la transcripcién del gen de la integrasa y la de los genes
estructurales situados a la derecha. A continuacidon nos encontramos una region
central variable en la que se localizan los genes estructurales del integron (casi
siempre genes de resistencia a antibiéticos) en numero variable que suele oscilar de
uno a cuatro, aunque conocemos integrones descargados (In0) que no contienen

ningun gen en la regién central.

Las regiones constante 5' y central variable estan separadas por la secuencia attl,
uno de los sitios de reconocimiento de la integrasa. Los genes constitutivos en la
region central estan separados unos de otros por secuencias attC. Una
caracteristica de esta regién central es su compacidad genética. Los cassettes de
resistencia, constan de un gen de resistencia y un sitio attC y son el elemento

movil del sistema (Hall & Stokes 1993).

Las regiones no codificantes suelen ser siempre muy cortas, generalmente menos

de 10 pb. De este modo es posible la organizacidn de todos los genes en una sola
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unidad transcripcional controlada por el promotor presente en la regidn constante
5', aunque las secuencias attC intergénicas pueden actuar como terminadores
parciales de la trascripcidon. Dependiendo de los genes presentes en la regién
central se ha propuesto una nomenclatura para los integrones InQ, In1, In2... No
obstante, la enorme diversidad que se esta encontrando en la region central de los
integrones hace este sistema poco practico, y resulta mds sencillo hacer una
descripcién de los integrones por los genes presentes en la regiéon variable. En la
actualidad se habla de cuatro tipos de integrones que se distinguen por la
integrasa que codifican. A continuacion de la regidén variable se encuentra una
region constante 3°CS en la que se encuentra un locus de resistencia a bromuro de
etidio (qacEA), el gen que codifica resistencia a sulfamidas (sull) y otros marcos

abiertos de lectura que contienen genes cuya funcidn no es del todo conocida.

Se habla, en general, de "integrones moéviles" para referirse a aquellos asociados a
secuencias de insercion, transposones y/o plasmidos conjugativos, los que en su
mayoria median mecanismos de resistencia, y de "superintegrones" (Sl), de
localizacion cromosdmica y con grandes arreglos de genes en cassettes. Los
integrones moviles de clase 1 son los mas abundantes en aislamientos clinicos y
suelen estar asociados a transposones del subgrupo Tn21, seguidos por los de
clase 2, derivados principalmente de Tn7. Estos elementos no son mdviles por si
mismos, pero su asociacion con elementos que si lo son facilita su transferencia

horizontal, lo que explica su amplia difusién entre las bacterias.

El papel principal de los integrones es proporcionar un lugar de insercion

conveniente a los genes de resistencia antimicrobiana de fuentes de ADN extrafio.

5.3. Propagacion de la Resistencia

Una vez que la bacteria es resistente al antibidtico es capaz de transmitir su
resistencia de forma vertical a su descendencia o de forma horizontal a otras

bacterias que pueden ser de distinta especie e incluso género mediante la
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transferencia del material genético que codifica esa resistencia. Esta ultima es la

forma mds comun de transmisién de resistencias. Fig. 20.

El intercambio de genes de resistencia antimicrobiana acontece entre bacterias de
especies y géneros diferentes. Hay estudios que demuestran la transferencia de
plasmidos entre especies in vivo, como el trabajo de Marchandin y colaboradores
(1999) en, que describen la transferencia de una B-lactamasa plasmidica entre
cuatro enterobacterias diferentes aisladas de un mismo paciente ingresado en un

hospital y sometido a presién antibidtica.

5.3.1. Intercambio genético entre bacterias

Existen varias formas de intercambio genético entre bacterias:

e Transformacién
El DNA es adquirido directamente del medio ambiente a partir de una bacteria
que ha liberado su material genético al exterior y es recogido por la bacteria
receptora. Una vez dentro de la bacteria el DNA podra mantenerse como tal
cuando se trate de un elemento auténomo, o bien integrarse en el genoma del

huésped por recombinacion.

e Transduccién
Un bacteriéfago interviene en el proceso transfiriendo los genes de resistencia
entre bacterias compatibles. En la transduccién el DNA estd protegido del medio
ambiente pudiendo sobrevivir largos periodos de tiempo. Es el método mas
restringido y especifico, ya que el rango del huésped, es determinado por la
interaccion entre el bacteriéfago y el receptor bacteriano. Clinicamente, sélo tiene
importancia en la transmisién de genes de resistencia de cocos grampositivos,

fundamentalmente S. aureus.
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e Conjugacién
La conjugacidn es la via principal de diseminacién de genes de resistencia entre las
poblaciones bacterianas. Este es el mecanismo de intercambio de genes mas
importante entre las bacterias gramnegativas. Para que se produzca es
imprescindible que las bacterias estén en contacto directo entre si y por la tanto es
muy frecuente que ocurra entre bacterias que comparten nicho biolégico, como
ocurre con las enterobacterias en el intestino. En los microorganismos
gramnegativos participa en el proceso un “pilus conjugativo” a través del cual se
produce el intercambio de material genético. La conjugacion estd mediada por

pldasmidos.

e Transposicion
Los transposones son secuencias de ADN especializado que poseen sus propias
enzimas de recombinacidon (transposasas), lo que permite la transposicion
(<<salto>>) de un lugar a otro, con independencia de las enzimas de recombinacién
del huésped. Se pueden transponer a secuencias no homologas de ADN y
diseminar los genes de resistencia antimicrobiana a multiples plasmidos o
localizaciones gendmicas del huésped. Algunos transposones poseen la capacidad
para moverse directamente de un donante a un receptor, al margen de otros

fenédmenos de transferencia de genes (transposones conjugables).

Figura 20.- Mecanismos y elementos genéticos implicados en la transferencia de genes

de resistencia entre bacteria (adaptados de Levy S &Marshall B. 2004)
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5.4. Mecanismos de resistencia antimicrobiana

Cuatro son los mecanismos responsables de la resistencia bacteriana clinicamente

significativa tanto a las penicilinas como a otros antibidticos B-lactamicos.

1. Destruccién del antibiético mediante B-lactamasas.

2. Fracaso del antibidtico para atravesar la membrana externa de los
microorganismos gramnegativos para alcanzar las PBP.

3. Bombeo del farmaco a través de la membrana externa de las bacterias
gramnegativas.

4. Unidn de baja afinidad del antibiético a las PBP objetivo.

5.4.1. Destruccion del antibidtico mediante 3-lactamasas

5.4.1.1. Generalidades

Las B-lactamasas o penicilin amido-beta-lactamhidrolasas han sido definidas
por el Nomenclature Committee of the Internacional Unién of Biochemistry

como “enzimas que hidrolizan amidas, amiditas y otras uniones C-N".

Las B-lactamasas estdn codificadas por genes cromosémicos o por genes
transferibles localizados en plasmidos y transposones. Ademas, con frecuencia,
los genes de las B-lactamasas (bla) residen en los integrones, en general

portadores de determinantes de multirresistencia.

Estas enzimas estan ampliamente distribuidas en bacterias tanto grampositivas
como gramnegativas, constituyendo el mecanismo mas frecuente de
resistencia en contra de los antibidticos B-lactamicos (Ambler 1980; Collatz et

al. 1990).

Las B-lactamasas son la mayor defensa de las bacterias gramnegativas frente a
los antibidticos B-lactamicos. Son enzimas responsables de la mayor parte de

los fracasos terapéuticos debido a que hidrolizan el anillo B-lactamico
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inactivandolo (Bush 1989). En las bacterias gramnegativas, las B-lactamasas
plasmidicas son constitutivas y su grado de produccion estd en relacién con el
numero de copias del pldsmido, mientras que las B-lactamasas cromosdmicas,
pueden ser constitutivas o inducibles (Jacoby & Mufioz-Price 2005) (Marin &

Gudiol 2003).
5.4.1.2. Mecanismo de accion de las [3-lactamasas

El mecanismo de resistencia mas frecuente a los antibidticos B-lactamicos es la
produccién de B-lactamasas. El mecanismo de accidn se produce inicialmente
por una unién reversible y no covalente entre la enzima y el anillo B-lactdémico
de los antibidticos B-lactamicos. El grupo hidroxilo libre del residuo de serina del
sitio activo rompe el anillo B-lactamico formandose un enlace covalente. Se
produce la hidrolisis del enlace acil mediante la intervencidn de una molécula de
agua, liberandose el antibidtico inactivo y la B-lactamasa activa (Livermore

1998) (Figura 21).

Figura 21.- Mecanismo de accion de las B-lactamasas sobre los antibidticos £3-
lactdmicos. Fuente: Clinical Microbiology Reviews
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Las BLEE tienen la capacidad de hidrolizar las oximinocefalosporinas como
ceftriaxona (CRO), cefotaxima (CTX), ceftazidima (CAZ) y el aztreonam (ATM),
quedando sensibles frente a las cefamicinas (cefoxitin, cefotetam) vy

carbapenémicos (imipenem, meropenem, ertapenem). Son clasificadas de
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acuerdo con dos sistemas generales: Ambler (1980) basada en la estructura
molecular y la de Bush, Medeiros y Jacoby (1995) basada en similitudes
funcionales (substratos). Se ha descrito diferentes familias de BLEE, como TEM
y SHV y otros tipos como las cefotaximasas (CTX-M) descritas en 1989, las que
se caracterizan por conferir resistencia de alto nivel a cefuroxima (CXM),
cefotaxima (CTX) y cefepime (FEP). Las BLEE, constituyen un problema
terapéutico y epidemiolégico de gran magnitud, la presencia de estas cepas en
las infecciones, conllevan a multirresistencia ya que son portadoras de otros
genes que provocan resistencia cruzada a quinolonas, aminoglucdsidos e
incluso cotrimoxazol; de ahi la gran importancia de una adecuada y oportuna

identificacion.

Hoy se conocen mas de 160 variantes de TEM, la mayoria de ellas BLEE, pero
también aqui se incluyen las enzimas IRT (inhibitor resistant TEM) y CMT
(complex mutant TEM), mas de 115 para SHV y mas de 80 de CTX-M (clasifi
cadas en cinco grupos: CTX-p.1, CTX-M,,, CTX-M, CTX-Mg y CTX-M_3s5), v la
cifra sigue creciendo. Ademas, aparecen nuevas BLEE como PER, VEB, GES,
SFO, TLA, BEL, BES e IBC5. Las diferencias en las secuencias de aminoacidos de
las enzimas TEM, SHV y otras enzimas (OXA, CTX-M, CMY, IMP, VIM, KPC)
estdn actualizadas en la pagina web dedicada a la nomenclatura de George

Jacoby y Karen Bush.

5.4.1.3. Clasificacion de las 3-lactamasas

Tanto la clasificacion como la nomenclatura de las B-lactamasas constituyen
un problema, debido a que cuando se introducia en la practica clinica un
nuevo antibidtico B-lactamico aparecia, practicamente al tiempo, una nueva
B-lactamasa que lo hidrolizaba, de manera que ha aumentado enormemente
su numero lo que requeria y requiere nuevas clasificaciones y constantes
actualizaciones (Bush 1989). Es por ello que hayan sido propuestos numerosos

esquemas de clasificacion de estas enzimas. El primero de ellos fue
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clasificarlas en penicilinasas y cefalosporinasas que hidrolizan penicilinas y
cefalosporinas respectivamente. Mas adelante, estas enzimas han sido
clasificadas de acuerdo a su perfil de sustrato, punto isoeléctrico, peso
molecular, reaccion con los inhibidores y otros criterios bioquimicos, asi como
por su origen cromosomico o plasmidico. (Heritage et al., 1999) (Jaurin &

Grundstrom 1981) (Medeiros et al., 1985).

5.4.1.3.1. Antecedentes histdricos

Fue en 1940 cuando se descubrid la primera B-lactamasa por Abraham vy
Chain. El primer esquema funcional que fue aceptado fue en 1968 realizado
por Sawai y colaboradores los cuales describen penicilinanas, cefalosporinasas
y de amplio espectro. Mitsuhasshi e Inoue afiaden en 1981 el término
cefuroximasa. En 1973, Richmond y Sykes realizaron una revisién meticulosa
de la literatura sobre B-lactamasas, presentaron un esquema de clasificaciéon
para las B-lactamasas de bacterias gramnegativas, clasificando estas enzimas
en cinco grupos basandose en el perfil de sustrato. Tres afios mas tarde (1976)
Sykes y Matthew amplian este esquema teniendo en cuenta el punto

isoeléctrico como criterio para clasificar las B-lactamasas.

En 1980 Ambler clasifico las B-lactamasas en funcién de su estructura
molecular en cuatro clases (A, B, C, D). Asimismo indica que las B-lactamasas
de las clases A, Cy D tienen en su centro activo serina mientras la clase B son

metaloenzimas. (Ambler 1980).

Finalmente, Bush en 1989, en un esfuerzo por actualizar la clasificacion de las
B-lactamasas, propone una modificacion del esquema de Richmond y Sykes,
intentando relacionar el sustrato y los perfiles de inhibicién con la estructura
molecular lo que ha constituido la base de la clasificacion actual publicada en

1995 por Bush, Jacoby y Medeiros.
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5.4.1.3.2. Clasificacion molecular de Ambler (Ambler 1980)

En base a su estructura primaria han sido propuestas cuatro clases moleculares A,
B, C, D. La clase A (serinpenicilinasas), clase B (metaloenzimas), clase C (serin-
cefalosporinasas) y clase D (serin-oxacilinasas). La clasificacién molecular reconoce
tres clases de serinenzimas y una de metaloenzimas. Las B-lactamasas de clase A,
C y D hidrolizan el anillo B-lactamico a través de un residuo serina en su lugar
activo, mientras que las enzimas de clase B son metalo- B-lactamasas que usan

Zinc. (Tabla 7)

Tabla 7.- Clasificacion de Ambler de las [3-lactamasas.
De acuerdo con la revision de Frére y cols. (Frere, Galleni et al., 2005)

Clase | Lugar activo Tipo enzima Ejemplos

Penicilinasas
PC, en S. aureus

Amplio espectro TEM.1, SHV_; en E. coli, Klebsiella
p. y otras bacterias
gramnegativas.

A Serina Esvectro extendido | " enterobacterias: TEM-
P derivadas, SHV-derivadas, CTX-M
(BLEE) derivadas y otras.

Carbapenemasas KPC-1, KPC-2, KPC-3 en Klebsiella
pneumoniae

Metalo IPM, VIM, GIM, SPM, linajes SIM
B B-lactamasas | Carbapenemasas en P. aeruginosa, especies de
(Zn™) Acinectobacter
C Serina Cefalosporinasas Enzimas AmpC en enterobacterias

y Acinetobacter baumannii

Oxacilinasas

Amplio espectro Familia OXA en P. aeruginosa

D Serina

Espectro extendido OXA-derivados en P. geruginosa

OXA-derivados en especies de
Acinetobacter

Carbapenemasas
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e Clase A

Estas enzimas se encuentran tanto en bacterias grampositivas como
gramnegativas. Pueden ser de origen cromosémico o plasmidico. Estudios
cristalograficos han demostrado que la estructura de la proteina es homologa.
(Ambler et al.,, 1991). El peso molecular de estas enzimas es alrededor de

25.000 daltons.
e Clase B

Estas enzimas difieren de las otras B-lactamasas en que usan el idén zinc, para
unir el residuo histidina o cisteina con el grupo carboxilo de la unién amida de
la mayoria de las penicilinas, cefalosporinas y carbapenemas. (Gupta 2007). La
clase B, es mas heterogénea, y en ella se distinguen tres grupos diferentes de
metalo- B-lactamasas, B1, B2 y B3. B1 y B3 englobarian enzimas con amplio
espectro de acciéon que actuarian frente a la mayoria de los B-lactdmicos
excepto monobactamicos, mientras que B2 son carbapenemasas las cuales
presentan poca accion frente a penicilinas y cefalosporinas. Mientras que Bl y
B3 presentan su maxima actividad cuando tienen dos atomos de Zn; B2 se

inactiva cuando incorpora otro &tomo de Zn. (Frere et al., 2005)
¢ Clase C

A este grupo pertenece la enzima AmpC, la cual es una serin-cefalosporinasa
con una estructura diferente a las serin-penicilinasas y serin-D-alanina
carboxipeptidasas. Son proteinas de gran tamano, el peso molecular de estas
enzimas es alrededor de 39,000 daltons (Jaurin & Grundstrom 1981) Estas
enzimas confieren resistencia a las oximinocefaloporinas, 7-aaa-
metoxicefalosporinas y no son afectadas por los inhibidores. (Gupta 2007) que
ademas de la serina contienen en el centro activo DD-
transpeptidasas/carboxypeptidasas (conocida como penicilin-binding proteins

PBPs).
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e Clase D
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A este grupo pertenecen las serin-oxacilinasas especialmente activas frente a

oxacilina. Oullette y colaboradores demostraron en 1987 la relacién entre la B-

lactamasa OXA-1 y otras secuencias de B-lactamasas (Ouellette et al., 1987). El

peso molecular de estas enzimas es alrededor de 30.000 daltons. (Frere et al.,

2005)

5.4.1.3.3 Clasificacion de Bush, Jacoby y Medeiros (Bush, Jacoby et al.,

1995)

Por otra parte, el sistema de clasificacion de Bush-Jacoby-Medeiros divide las

enzimas en varios grupos funcionales de acuerdo con el perfil de su sustrato y

sensibilidad a los inhibidores de la B-lactamasa, como el acido clavulanico. Esta

clasificacién es la mas util pues supone mds ayuda para el médico o microbidlogo

en su diagndstico de laboratorio debido a que considera los inhibidores de -

lactamasas y los sustratos de los B-lactdmicos. En la Tabla 8 se representa un

esquema de esta clasificacion.

Tabla 8. - Clasificacion funcional de Bush-Jacoby-Medeiros de las S-lactamasas

Inhibicion por Clase ,
Grupo Tipo de enzima P Localizacion
clavulanato Molecular

1 Cefalosporinasa No C Cromosdmico como Plasmidos
2a Penicilinasa Si A Cromosdmico como Plasmidos
2b Amplio Espectro Si A Cromosémico como Plasmidos
2be Espectro extendido Si A Cromosémico como Plasmidos

Resistente al L L
2br . Disminuido A Plasmidos

inhibidor

- , Cromosomico como
2c Carbenicilinasa Si A L
Plasmidos

2d Cloxacilinasa Si DoA Cromosdmico como Plasmidos
2e Cefalosporinasa Si A Cromosdmico como Plasmidos
2f Carbepenemasa Si A Cromosomico
3 Carbapenemasa No B Cromosdmico como Plasmidos
4 Penicilinasa No A Cromosdmico como Plasmidos
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® Grupo 1

Las enzimas de este grupo se correlacionan con la clase molecular C. Pertenecen
a este grupo cefalosporinasas que no son inhibidas por el acido clavulanico o
sulbactam, pero son inhibidas por el aztreonam y cloxacilina. Su peso molecular
suele ser superior a 30.000 daltons y su punto isoeléctrico es basico. La mayor
parte de ellas son de origen cromosémico e hidrolizan fundamentalmente a

cefaloridina y cefalotina.
® Grupo 2

Son penicilinasas, cefalosporinasas y B-lactamasas de amplio espectro que son
sensibles a la accién de los inhibidores de B-lactamasa y se correlacionan con las
clases A o D de la clasificacién molecular de Ambler. En este grupo se incluyen

varios subgrupos debido a la alta diversidad de sustratos encontrados.

Grupo 2a
Son penicilinasas que se encuentran fundamentalmente en bacterias

grampositivas. Pertenecen a la clase molecular A.

Grupo 2b
Estas B-lactamasas son de amplio espectro actuando sobre penicilinas vy
cefalosporinas y son inhibidas por el acido clavulanico. Pertenecen a la clase
molecular A y son de origen plasmidico. Las enzimas TEM.; TEM, y SHV_

pertenecen a este grupo.

Grupo 2be
A este grupo pertenecen las [-lactamasas que son capaces de hidrolizar
antibidticos B-lactamicos de espectro extendido y son fuertemente inhibidas por
el acido clavulanico como por ejemplo TEM_3, CAZ,, SHV,,, SHV; y B-lactamasa
cromosOmica K1 debido a su accidn sobre el aztreonam. Estructuralmente derivan

del grupo 2b y son de espectro extendido.
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Grupo 2br
Dentro de este grupo se encuentran las enzimas mediadas por plasmidos con
accién disminuida frente a amino-, carboxy- y ureido-penicilinas. Derivan de TEM_;
y TEM, y son las denominadas IRT (Inhibitor- resistant TEM). Se encontraron
inicialmente en E. coli pero en la actualidad se han informado casos en otras

Enterobacterias (Chaibi, Farzaneh et al., 1996).

Grupo 2c
Son carbenicilinasas que presentan mayor accién sobre penicilinas que sobre
cefalosporinas, son sensibles a la accién del acido clavulanico, con punto
isoeléctrico neutro y pertenecen a la clase molecular A. En este grupo se
encuentran las B-lactamasas PSE-1, PSE-3, PSE-4, CARB-3 y CARB-4 presentes en
P. aeruginosa, AER-1 en Aeromonas hydrophila, BRO-1 en P. mirabilis y B.

catarrhalis.

Grupo 2d
Este grupo incluye B-lactamasas que hidrolizan cloxacilina y son generalmente
inhibidas por el acido clavulanico. Son oxacilinasas con punto isoeléctrico que
oscila en el rango de 6.1-7.7 y pertenecen a la clase molecular D o A. Pertenecen
a este grupo OXA., OXA, y OXA; muy frecuentes en E. coliy PSE, en P.

aeruginosa. (Huovinen et al., 1988) (Medeiros, Cohenford et al., 1985).

Grupo 2e
Pertenecen a este grupo cefalosporinasas que son inhibidas por bajas
concentraciones de acido clavulanico lo que las diferencia de las B-lactamasas del
grupo 1, como por ejemplo cefalosporinasas inducible en Proteus descritas por
Sawai y cols (Sawai et al., 1982), la cefalosporinasa L, de S. maltophilia descrita
por Saino y colaboradores (Saino et al. 1984) y la cefalosporinasa FEC-1 descrita

en E. coliy Proteus. (Bush 1989). Pertenecen a la clase molecular A.
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Grupo 2f
Son serin-carbapenemasas que son inhibidas débilmente por el 4cido clavuldnico
pero no por el EDTA (Ethylenediaminetetraacetic acid). Pertenecen a la clase

molecular A.

® Grupo 3

Son metal-B-lactamasas que hidrolizan penicilinas, cefalosporinas, y carbapenemes.
Son pobremente inhibidas por los inhibidores clasicos excepto EDTA y p-
cloromercuribenzoato (pCMB). Son las Unicas B-lactamasas que pertenecen a la
clase B. En este grupo estd incluida la B-lactamasa L; de P. maltophilia con fuerte

accion hidrolitica frente a imipenem y la B-lactamasa Il de Bacillus cereus.

* Grupo 4
Son penicilinasas que no son inhibidas por el acido clavulanico. Se han podido

englobar en la clase molecular A.

5.4.1.3.4. Produccién de p-lactamasas

Las B-lactamasas son enzimas que hidrolizan irreversiblemente el enlace amida del
nucleo p-lactdmico de los antibidticos B-lactamicos, transformandolos en
compuestos inactivos incapaces de ejercer su accién antibidtica. Los genes que
codifican estas enzimas pueden encontrarse en el cromosoma de la bacteria o en
segmentos de DNA extracromosémico, denominados plasmidos, los cuales son los
responsables de la diseminacion de la mayor parte de las B-lactamasas.

Las B-lactamasas cromosdmicas pueden ser de produccién constitutiva (alto o bajo
nivel) o inducible (Livermore 1995). Los genes que codifican algunas B-lactamasas
son transportados por transposones y muchos genes son encontrados en
integrones, los cuales a menudo incluyen genes que confieren resistencia a otros
antibioticos (Jacoby & Muiioz-Price 2005). Las principales [-lactamasas
responsables de la resistencia en los bacilos gramnegativos son la B-lactamasa

inducible AmpC (clase C) y las B-lactamasas plasmidicas de amplio espectro y de
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espectro extendido (BLEE clase A) (Levison 2002). La primera [-lactamasa
codificada por plasmido en bacterias gramnegativas se descubrié en Grecia en la
década de 1960. Fue nombrado TEM por el paciente del cual se aislé6 (Temoniera).
Posteriormente, una enzima estrechamente relacionada fue descubierta vy
nombrada TEM.,. Era idéntica en las propiedades bioquimicas de la TEM_; mas
comun pero difieren por un solo aminoacido con un cambio resultante en el punto
isoeléctrico de la enzima. (Mandell et al., 2012). Estas dos enzimas son las B-
lactamasas mas comunes codificadas por plasmidos en bacterias Gramnegativas,
incluidas las Enterobacteriaceae, Pseudomonas aeruginosa, Haemophilus influenzae
y Neisseria gonorrhoeae. TEM.; y TEM., hidrolizan penicilinas y cefalosporinas de
espectro estrecho, como la cefalotina o cefazolina. Sin embargo, no son eficaces
contra las cefalosporinas, tales como cefotaxima, ceftazidima, ceftriaxona, o
cefepima. Las B-lactamasas de tipo SHV codificadas cromosémicamente y mediadas
por pldasmidos, con una estructura molecular relacionada con las enzimas TEM,

llegaron a ser muy prevalentes entre los aislamientos de E. coli y K. pneumoniae.

5.4.1.4. B-lactamasas de espectro extendido (BLEE)

5.4.1.4.1 Generalidades

Las B-lactamasas de espectro extendido (BLEE) son enzimas que fenotipicamente se
caracterizan por conferir resistencia a penicilinas y cefalosporinas, incluyendo las de
tercera y cuarta generacion. Las BLEE son inhibidas por los inhibidores de PB-
lactamasas como 4acido clavulanico, el sulbactam y el tazobactam, lo que las

diferencia de las B-lactamasas tipo AmpC (Tafur et al. 2008).

Derivan de las B-lactamasas de amplio espectro (TEM.;, TEM.,, SHV,),
pertenecientes al grupo 2b de la clasificaciéon de Bush, Jacoby y Medeiros; cuando
estas sufren mutaciones (el hecho de que se produzca un cambio de uno o mas
aminodcidos implica una apertura del sitio activo del enzima permitiendo un mayor
acoplamiento de la gran cadena lateral del B-lactdmico) en el centro activo dan
lugar a estas otras B-lactamasas de espectro extendido, que hidrolizan a las

cefalosporinas de tercera generacion y a los monobactamicos, clasificdAndose en el
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subgrupo 2be (clase molecular A); no todas las BLEE pertenecen al grupo 2be, ya
que algunas oxacilinasas, que pertenecen al grupo 2d (clase molecular D), son BLEE

(Philippon et al., 1989) (Patterson 2003).

Son enzimas de configuracion plasmidica producidas por bacilos gramnegativos,
principalmente enterobacterias, en concreto E. coliy Klebsiella pneumoniae, pero
también pueden aparecer en bacilos no fermentadores y otras enterobacterias.
Son resistentes a todos los antibidticos B- lactamicos con la excepcidon de las
carbapenémicos, las cefamicinas y las combinaciones de B-lactdmicos con
inhibidores de B-lactamasas. Ademads de las BLEE clasicas, de naturaleza plasmidica,
existe una serie de microorganismos que producen B-lactamasas cromosdémicas
que, en el caso de una hiperproduccién, confieren fenotipos de resistencia similares
al que determinan las BLEE, esto es, resistencia a las cefalosporinas de espectro
extendido e inhibicion por el acido clavuldnico. Entre las enterobacterias que
producen de forma natural este tipo de B-lactamasas se encuentran Yersinia
enterocolitica, Klebsiella oxytoca, Citrobacter diversus y distintas especies del
género Kluyvera. De hecho, en los Uultimos afios, como se comentard
posteriormente, estdn adquiriendo gran relevancia un nuevo tipo de BLEE
plasmidicas, denominadas CTX-M que, precisamente, derivan de la B-lactamasa
cromosémica de distintas especies del género Kluyvera. Por lo general, cuando
hablamos de BLEE nos referimos Unicamente a las enzimas de codificacidon
plasmidica ya que son éstas las que suponen un mayor problema epidemioldgico

debido a su elevada capacidad de diseminacion.

Desde el primer informe en Alemania en 1983 (Knothe et al., 1983), de la aparicién
de una cepa de Klebsiella ozaenae productoras de 8 -lactamasas espectro
extendido (BLEE), Klebsiella pneumoniae y Escherichia coli BLEE se ha convertido
en un problema grave en pacientes hospitalizados en todo el mundo ( Guindaleza et
al., 2009; Livermoreet al., 2007; Paterson & Bonomo, 2005).En Taiwan, la
prevalencia de los productores de BLEE se ha incrementado en los ultimos afios,
que van desde 8,5 hasta 50,7% enK.pneumoniage y de 1,5 a 25,4%
en E. coli (Jean et al., 2009 ; Kuo et al., 2008 ; Yu et al, 2006 ).
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En Espaia la primera BLEE se describio en 1988, aunque en estudios retrospectivos
se identificaron microorganismos con perfiles de sensibilidad compatibles con la
produccién de BLEEs en bacterias aisladas en la comunidad de Madrid en 1985 vy
1987 (Barquero et al., 1987). La primera epidemia por bacterias poseedoras de
BLEEs conocida en nuestro pais (1988-1990) incluyo aislamientos de K. pneumoniae
(61%), S. marcescens (31%), K. oxytoca (5%) y E. coli (3%). Estos aislados también
eran resistentes a aminoglucésidos, cloranfenicol, sulfamidas y tetraciclinas

(Fernandez-Rodriguez et al., 1992a).

Este mecanismo de resistencia no solo es usado para los B -lactdmicos sino
también para otro grupo de antimicrobianos como los aminoglucésidos
(acetiltransferasas, adeniltransferasas, fosfotransferasas) y macrélidos (esterasas y

fosfotransferasas).

5.4.1.4.2. Epidemiologia de las enterobacterias productoras de BLEE

La primera BLEE (SHV.) fue descrita en una cepa de Klebsiella ozaenae en
Alemania en 1983. Desde entonces se ha publicado una gran cantidad de brotes
epidémicos de enterobacterias con BLEE, sobre todo en unidades de cuidados
intensivos (UCI), siendo K. pneumoniae la especie mds frecuentemente
involucrada. La primera descripcion de cepas de enterobacterias productoras de
BLEE en Espafia fue en 1988 y la primera epidemia documentada ocurrié entre
1988 y 1990. Las BLEE se encuentran codificadas en plasmidos conjugativos, lo
cual permite la diseminacién de este mecanismo de resistencia no sélo entre
distintas cepas de la misma especie sino también entre distintas especies
bacterianas. Ademas de su codificacion plasmidica, las BLEE forman parte
frecuentemente de transposones o integrones lo cual determina su asociacién con
otros determinantes genéticos de resistencia transferibles, como los que confieren

resistencia a los aminoglucésidos o al cotrimoxazol.
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Durante las décadas de los 80 y principios de los 90, la inmensa mayoria de las BLEE
encontradas eran del tipo TEM o SHV, habiéndose descrito hasta la fecha mads de
cien variantes distintas derivadas de las B-lactamasas TEM.; o TEM., y mas de
cincuenta de SHV-; (http//:www.lahey.org/studies/webt.htm), lo que daidea de la
gran diversificacién evolutiva que han sufrido estas enzimas en un corto periodo
de tiempo debido, esencialmente, a la presion selectiva de los antibiéticos. En 1989
se describié un nuevo tipo de BLEE, las cefotaximasas o CTX-M, practicamente de
forma simultanea en una cepa de E. coli en Alemaniay en una cepa de
Salmonella spp en Argentina. Estas enzimas se caracterizan por conferir
resistencia de alto nivel a la cefuroxima, cefotaxima y cefepima, practicamente
sin incrementar las CMI de la ceftazidima, ya que la actividad hidrolitica frente
a este Ultimo antibidtico es minima comparada con la de las otras cefalosporinas.
Estas BLEE, de naturaleza plasmidica al igual que las TEM o SHV, derivan de la B-
lactamasa cromosdmica de distintas especies del género Kluyvera. También existen
otras BLEE, algunas de ellas descritas en Pseudomonas aeruginosa, con menor
importancia epidemioldgica desde el punto de vista de su diseminacién, al menos

por el momento en Espafia.

En los ultimos afios estamos asistiendo a una serie de cambios en la epidemiologia
de las enterobacterias productoras de BLEE. Mientras que en los afios 80 vy
principios de los 90 la mayoria de las BLEE eran del tipo TEM o SHV, actualmente las
mas frecuentes en la mayoria de los paises, incluyendo Espafia, son las CTX-M. Por
otro lado, K. pneumoniae, la especie mas frecuentemente asociada con la
produccién de BLEE en las décadas anteriores, actualmente esta siendo desplazada
de forma paulatina, aunque con menor caracter epidémico, por E. coli. En Espaiia,
si bien el porcentaje de cepas con BLEE encontradas en un estudio multicéntrico
reciente (Hernandez et al., 2003) fue mayor en K. pneumoniae (2,7%) que en E.
coli (0,5%), el niumero absoluto de cepas fue significativamente superior para E. coli.
En relacién con este ultimo punto, es cada vez mas frecuente el aislamiento de
enterobacterias con BLEE, especialmente E. coli, fuera del dmbito hospitalario,

particularmente como causa de infeccidon urinaria en pacientes de atencién primaria

Rossana Abreu Rodriguez 70



Tesis Doctoral Revision y antecedentes

y asi, en el estudio anteriormente aludido, se encontré que el 50% de las cepas de

E. coli con BLEE procedian de la comunidad.

Otro aspecto epidemioldgico destacable es la creciente presencia de BLEE en
enterobacterias productoras de B-lactamasas cromosdmicas AmpC. En este sentido, la
cepa productora de BLEE, para la cual se ha documentado una mayor diseminacion, es
una cepa de Enterobacter aerogenes productora de TEM-,4 que ha sido la causa de
brotes epidémicos en un gran nimero de hospitales de distintos paises europeos,

como Bélgica, Francia, Portugal y Espaia.

Las BLEE han emergido en las dos ultimas décadas como un problema creciente que
dificulta el tratamiento de infecciones producidas por las bacterias portadoras
(Gobernado 2005). Su aparicién se asocia al uso excesivo de las cefalosporinas de

amplio espectro y el aztreonam.

Desde su descripcion inicial, se han identificado mdas de 300 BLEE diferentes, y la

mayoria pertenece a las familias TEM, SHV y CTX-M (Navarro et al. 2011)

5.4.1.4.3. Reservorios de E. coli productor de (3-lactamasa espectro extendido

(BLEE)

En humanos, el principal reservorio de E. coli productoras de B-lactamasas de espectro
extendido es el tracto digestivo, y su transmisién se facilita por el contacto a través de
las manos, habiéndose descrito transmisidn plasmidica y bacteriana de estas enzimas
entre personas por contacto directo. También se ha considerado que ciertos alimentos
de origen animal, debido al nimero de denuncias de cepas E. coli BLEE aisladas
(Bergenholtz et al., 2009), principalmente en relacidon con las aves de corral, podrian
ser fuente de transmision de enzimas BLEE al hombre (Goossens et al., 2005; Lavilla et
al., 2008).

Esto plantea preguntas sobre el posible papel de los reservorios animales vy

alimentarias, sobre este fenémeno.
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5.4.1.4.4. Genotipos de [-lactamasa espectro extendido (BLEE)

Enzima TEM
Las BLEE tipo TEM son derivadas de las B-lactamasas de amplio espectro TEM_; y TEM.
», por modificacidon en la secuencia de aminodcidos lo que provoca cambios en la

estabilidad de la enzima y en el perfil hidrolitico. (Blazquez et al., 1995). Figura 22

Figura 22.- Imagen tridimensional de la estructura terciaria de una B-lactamasa tipo TEM con
el antibidtico B-lactdmico en el sitio activo. Las flechas blancas sefialan la localizacién de las
mutaciones mas frecuentemente encontradas en este tipo de B-lactamasa. Fuente Fonzé et
al., 1995.

TEM_; es la B-lactamasa mas habitual en las bacterias gramnegativas y puede hidrolizar
las penicilinas y cefalosporinas de espectro reducido en las enterobacterias, N.
gonorrhoeae y H. influenzae (Bradford 2001). El espectro ampliado de actividad de las
BLEE tipoTEM derivadas se obtiene a través de cambios de uno o unos pocos
aminodcidos que alteran la configuracién de la enzima en su lugar activo. La mayoria
de BLEE ipo TEM derivadas siguen siendo sensible a la inhibicion por el acido
clavuldnico, a pesar de que también se han descrito variantes resistentes al inhibidor.

(Lefon-Guibout et al., 2000).
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Enzima SHV

La B-lactamasa SHV_; (o variable de sulfhidrilo) tiene una estructura bioquimica similar
a la TEM_; (comparten el 68% de aminodcidos (Jacoby et al., 2005) y sus derivados
BLEE también son producidos por mutaciones puntuales (una o mds sustituciones de
aminodacido) en su lugar activo. Las B-lactamasas de tipo SHV estdn presentes

principalmente en cepas de K. pneumoniae.

Enzima CTX-M derivadas

Las B-lactamasas tipo CTX-M no se relacionan evolutivamente con las familias SHV y
TEM. Codificada cromosdmicamente, a partir de cefotaximasas intrinsecas
en Kluyvera spp., bacilos gramnegativos de bajo potencial patogénico (Poriel et al.,
2002; Humeniuk et al., 2002), las cuales se proponen ser los progenitores de CTX-M.
Esto se ha producido principalmente por la participacion de las unidades de
movilizacion genéticos tales como secuencias de inserciéon (IS ECP1 o ISCR1) y la
incorporacion posterior de las estructuras jerdrquicas asociadas con estructuras
genéticas multiples facetas, incluyendo complejos de clase 1 integrones vy

transposones relacionados con su movilizaciéon y difusién.

La revisidn de la literatura cientifica, refiere que la microbiota intestinal de animales
sanos destinados al consumo humano supone un reservorio de genes codificantes de
B-lactamasas del tipo CTX-M (blactx.m)(al menos, en Europa y en Asia) (EFSA Journal
2011).Es probable que el uso de antibidticos en medicina humana esté contribuyendo
a seleccionar bacterias portadoras de BLEE en la microbiota intestinal humana, pero
también es muy posible que el importante reservorio de este tipo genes en la
microbiota intestinal de los animales esté también favoreciendo la evolucidn creciente

de blactx.m en el entorno humano.
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Estudios realizados durante los ultimos 10 afios han puesto de manifiesto que a
diferencia de algunas excepciones, las enzimas CTX-M casi han desplazado a otras
enzimas BLEE en Enterobacteriaceae, incluyendo TEM y SHV variantes BLEE (Bush et

al,, 2010)

Este desplazamiento podria haber ocurrido no sélo como consecuencia de la
extraordinaria difusion de los correspondientes genes blacrxm en plataformas
genéticos altamente movilizables, incluyendo plasmidos y transposones, sino también

a causa de estas plataformas dentro de clones de éxito (Rogers et al., 2011). Figura 23

Otra de las razones de este aumento es el fendmeno co-resistencia en los organismos
productores de CTX-M, en especial a los aminoglucésidos y las fluoroquinolonas, que

podria facilitar los procesos de co-seleccion (Cantdn y Ruiz-Garbajosa, 2011)

Figura 23. - Complejidad jerarquica de genes bla ¢y dentro de las estructuras genéticas y
clones bacterianos que participan en la movilizacién, propagacion, y mantenimiento de estos
genes. Copyright © 2012 Cantén, Gonzdlez-Alba & Galan.
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En general, los miembros del grupo CTX-M hidrolizan mejor la cefotaxima y la
ceftriaxona que la ceftazidima y su inhibicién es mayor por tazobactam que por acido
clavulanico (Bradford 2001; Jacoby 2005). La localizacién plasmidica de estas B-

lactamasas, su facil transferencia por conjugacion y su localizacion entre secuencias de
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insercién y en integrones (Arduino et al., 2002; Sabaté et al., 2002a) ha facilitado la
expansion y diseminacidn por varias zonas del mundo. Las enzimas CTX-M (blacrx-m),
hoy dia, son las BLEE mds prevalentes en Europa y Sudamérica (Canton & Croque,
2006). Publicaciones recientes sobre bacteriemias adquiridas en la comunidad con
aislamientos de E. coli blactx multirresistentes, procedentes de Espaiia e Israel,
estan suscitando una preocupacion de salud publica considerable (Ben-Ami et al.,

2006; Pitout et al., 2008).

El mayor nimero de variantes de BLEE descritas en los uUltimos afios corresponde a la
familia CTX-M (123 variantes hasta 2011) (al Naiemi et al., 2006). Enzimas CTX-M se
pueden subdividir por similitudes de secuencia de aminoacidos (Bonnet et al., 2000).
Los miembros de cada grupo comparta> 94% de identidad, mientras que se observa <
90% de identidad entre los miembros pertenecientes a grupos distintos.

(http://www.lahey.org/studies/webt.htm).

El estudio filogenético revela cinco grandes grupos de enzimas CTX-M:

CTX-M,, CTX-M_;, CTX-M.g, CTX-M_q, CTX-M-25

1. Grupo CTX-M_
Incluye seis enzimas mediada por plasmidos:
CTX-M_;, CTX-M_3, CTX-M_19, CTX-M_1, CTX-M_35, y FEC. ; y las enzimas no
publicados: CTX-M_5;, CTX-M 3, y CTX-M g

2. Grupo CTX-M_,;

Incluye ocho enzimas CTX-M mediadas por plasmidos:

CTX-M_;, CTX-M_4, CTX-M_41, CTX-M_s, CTX-M_g, CTX-M.7, CTX-M.3, y Toho_;

3. Grupo CTX-M_ incluye un solo enzima mediada por plasmidos
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4. Grupo CTX-M.
Incluye nueve enzimas mediada por plasmidos:
CTX-M.,g, CTX-M_13, CTX-M.14, CTX-M_1¢5, CTX-M_17, CTX-M _19, CTX-M_;, CTX-M.

27, Y Toho,,

5. Grupo CTX-M-,5
Incluye:

CTX-M-ZS y CTX-M_ZG

Las enzimas Toho_; y Toho.; son B-lactamasas relacionadas
estructuralmente con las PB-lactamasas tipo CTX, como estas, presentan una
actividad mas potente frente a cefotaxima. La denominaciéon de Toho se refiere al
nombre del hospital en Japdn donde fue aislada una cepa de E.coli productor de esta
B-lactamasa. En la actualidad son CTX-M.44 y CTX-M_45 respectivamente (Paterson &
Bonomo 2005). Las B-lactamasas CTX-M excepto Toho,, poseen 291 residuos

aminoacidicos. El rango de pl es de 7.4-9 (Bonnet 2004)

Al igual que ocurre con las B-lactamasas SHV y TEM existe una relacién importante
entre estructura y funcién. Los aminoacidos en posicion 240 y 267 juegan un papel
importante en la evolucidn de estas B-lactamasas. Las enzimas CTX-M.;5, CTX-M.,7,
CTX-M_y6, derivan de CTX-M.3, CTX-M,, CTX-M_14 respectivamente, por sustitucion de
Gly-240->Asp presentando una potente accidn frente a ceftazidima. (Poirel et al.,
2002). La B-lactamasa CTX-M_1g deriva de CTX-M._1g por sustituciéon de Pro-167->Ser lo

gue le proporciona mayor actividad frente a ceftazidima. (Poirel et al., 2002).

Otros residuos aminoacidicos juegan también un papel importante como son Arg-276,
la sustituciéon de asparragina por arginina confiere bajo nivel de resistencia a
cefotaxima, ceftriaxona y aztreonam, estos resultados indican que la Arg-276 podria
estar implicada en la hidrélisis de los oxyimino 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
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A (Gazouli et al., 1998). Los residuos Asn104, Asn132, y Asp240 establecen puentes de
hidrogeno con los grupos amido de la cadena de la cefotaxima, lo que facilitaria su
hidrdlisis. La sustitucidn Asp-240->Gly en CTX-M_; da lugar a CTX-M_3; aumentando la

capacidad de hidrolitica frente a ceftazidima.

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 w

y la [dmina 3. (Bonnet 2004)

Figura 24.- Las representaciones esquematicas de los entornos genéticos que rodean blacrx-m
genes correspondientes a los casos sospechosos de eventos de movilizaciéon dentro de los
diferentes grupos CTX-M (CTXa1, CTX-M-2, CTX-M.y, y CTX-M.25). Copyright © 2012 Cantén,
Gonzadlez-Alba and Gala.
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El niumero de nuevos entornos genéticos aguas arriba de bla ctx.m debe ser relacionado
con el numero de eventos de movilizacidon, pero por desgracia, en muchos casos
de bla cx.m la secuencia es desconocida (Barlow et al., 2008). Hoy en dia, hemos sido
capaces de identificar al menos nueve eventos de movilizacion (Figura 24): tres en CTX-
M-1 cluster ( bla ctx-m-10, bla crxms3 , Y |a otra conocida bla crx.m genes incluidos en este

grupo), dos en CTX-M-2 cluster (bla crxm2 Y bla crxms ), dos en CTX-M-9 cluster
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(bla crxmoy bla crxm-1a), Y uno en cada uno de CTX-M-8 y CTX-M-25 ( bla crxm-
8 Y bla crx-m-as

Hasta finales de 1990 las BLEE mas frecuentemente encontradas eran derivadas de
TEM y SHV principalmente en K. pneumoniae y en pacientes hospitalizados (Yuan et
al., 1998) En la actualidad las enzimas CTX-M estan reemplazando a las TEM y SHV y
estd aumentando el porcentaje de aislamientos en E. coli y en pacientes comunitarios.

En Espafia la CTX predominante es el grupo CTX-M_ (Livermore et al., 2007).

Enzimas OXA derivadas

Las B- lactamasas tipo OXA (clase molecular D, grupo funcional 2d), hidrolizan la
oxacilina y sus derivados eficazmente (Abraham & Chain, 1940). Estdn codificadas
tanto en cromosomas como en plasmidos. Todas estas enzimas confieren resistencias
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 (Bush, et al., 1995). Las BLEE OXA derivadas, se han descrito
principalmente en P. aeruginosa en las que le confieren una resistencia de alto nivel a

B-lactamicos oximino aisladas en Turquia y Francia (Bradford 2001).

Enzimas AmpC

Las B- lactamasas AmpC (clase molecular C), se caracterizan por su espectro de
hidrolisis (actividad cefalosporinasa) y por su perfil de inhibicién. Las AmpC hidrolizan
cefalosporinas de primera (cefalotina) y segunda generacion (cefuroxima), incluidas las
cefamicinas (cefoxitina y cefotetan) y, en menor medida, las de tercera generacién
(cefotaxima, ceftriaxona, ceftazidima), mientras que son generalmente muy pocos
eficaces hidrolizando las cefalosporinas de cuarta generacion (cefepima y cefpiroma) y
los carbapenémicos (imipemen y meropenem). Desde el punto de Vvista
epidemioldgico, las AmpC plasmidicas tienen mayor relevancia o transcedencia que las
AmpC cromosémicas, debido a su capacidad para movilizarse y se pueden transferir
tanto en el ambiente nosocomial, donde tiene un claro potencial epidémico, como en

la comunidad.
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Enzimas Carbapenemasas

Las carbapenemasas confieren el mayor espectro de resistencia antimicrobiana,
porque no solo pueden hidrolizar a los carbapenémicos sino también a las penicilinas
de amplio espectro, oximinocefalosporinas y cefamicinas. Hoy dia, las enzimas KPC son
las carbapenemasas mas importantes de clase serina A. Las metalo-f lactamasas de
clase B usan el catién zZn** para la hidrolisis del anillo B-lactamico, son vulnerables a los
quelantes de iones, como 4acido etilenodiaminotetraacético (EDTA) y resistentes al
acido clavulanico, tazobactam y sulbactam. Confieren resistencia a todos los
antibidticos B-lactamicos excepto los monobactams. Codificadas cromosdmicamente.
Las mas importantes desde un punto de vista clinico pertenecen a cinco familias
diferentes (IMP, VIM, SPM, GIM y SIM). En general, se transmiten por los elementos
génicos moviles insertados en los integrones y se han propagado a través de P.
aeruginosa, Acinetobacter, otros patdégenos no fermentadores gramnegativos y
patégenos bacterianos entéricos (Tao et al., 2007).

La resistencia a los carbapenémicos no solo es debida a la producciéon de
Carbapenemasas, ya que existen otros mecanismos que pueden afectar a su actividad,
como son: pérdida de porinas especificas, bombeo o expulsién del antibidtico y
modificaciones en las proteinas fijadoras de penicilina (PBP) (Poirel, Heritier et al.,

2004).

Atendiendo a la clasificacion molecular de Ambler, las carbapenemasas pueden

clasificarse en tres grupos: clase A, clase By clase D:

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 (Bush, Jacoby et al., 1995).
Puede ser de produccion cromosdmica (NMC-A, Sme.;, Sme.s y IMI.1) Enterobacter
cloacae y Serratia marcensces, o codificadas por plasmidos, como KPC; en K.

pneunmoniae y GES_; en Pseudomonas aeruginosa (Nordmann & Poirel 2002).
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Los primeros aislamientos se produjeron en Japdn 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
(Jacoby & Mufoz-Price 2005). En la actualidad se ha informado un aislamiento en
Enterobacter asburiae con IMI_, la primera carbapenemasa codificada por pldsmidos e

inducible (Aubron, Poirel et al., 2005).

e Carbapenemasas clase B
Son las Carbapenemasas mas significativas desde el punto de vista clinico. Pertenecen
al grupo 3 de la clasificaciéon de Bush-Jacoby-Medeiros, son metaloenzimas, requieren
zinc para su actuacién y son generalmente de naturaleza cromosémica, aunque
recientemente se han asociados a plasmidos conjugativos e integrones (Toleman,
Rolston et al., 2004). Son inhibidas por EDTA, pero no por dacido clavuldnico. Estas
enzimas hidrolizan a las penicilinas, cefalosporinas y cefamicinas pero no al

aztreonam (Livermore 1995).

e Carbapenemasas clase D
A este grupo pertenecen algunas B-lactamasas tipo OXA que presentan una débil
actividad carbapenemasa (Poirel, Heritier et al., 2004) (Jacoby & Bush 2005). Han sido
descritas en Acinetobacter baumannii y disminuyen la sensibilidad a imipenem y

meropenem (Nordmann & Poirel 2002).

Enzimas B-lactamasas de amplio espectro

Dentro de este grupo estan incluidas TEM_;, TEM_,, SHV_; y las de tipo OXA.

Enzimas IRT

Estas enzimas derivan de las B-lactamasas clasicas y 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. Se
han denominado IRT (inhibitor-resistent TEM) porque en su mayoria derivan de TEM 4

y TEM.,, aunque también se han descrito derivadas de SHV_;. (Chaibi et al., 1999)
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5.4.2 Fracaso del antibidtico para atravesar la membrana externa de los

microorganismos gramnegativos para alcanzar las PBP.

La membrana externa de los microorganismos gramnegativos es una barrera
importante a la penetracién de los fdrmacos y un elemento importante de resistencia.
Las B-lactamasas de las bacterias gramnegativas estan localizadas en el espacio
periplasmatico, que se encuentra entre la membrana citoplasmatica interna y la
membrana externa de lipopolisacdridos, donde se concentra de forma estratégica las
B-lactamasas para proteger a las PBP de la exposicion a los antibiéticos B-lactamicos
activos. Las moléculas polares de pequeino tamafio (por ej., glucosa, nutrientes
esenciales, antibidticos B-lactdmicos) atraviesan esta barrera a través de canales
proteicos denominados porinas. Las porinas restringen la entrada de las moléculas a la
célula en funcién de su tamafio, estructura y carga. Los antibidticos B-lactdmicos que
cumplen los requerimientos de entrada pueden atravesar los canales de porinas hacia
el espacio periplasmatico, donde se unen a las PBP objetivo. La ausencia o la delecién
de una porina crucial, por lo general en presencia de la actividad B-lactamasa, puede

inducir resistencia. (Mesaros et al., 2007; Bonfiglio et al., 1998; Crowley et al., 2002)

5.4.3. Bombeo del farmaco a través de la membrana externa de las bacterias

gramnegativas.

El farmaco que entra en el espacio periplasmatico se bombea de vuelta a través de la
membrana externa (Zgurskaya et al., 2000; Thomson et al., 2005). El bombeo puede
funcionar de forma independiente a otros mecanismos, pero, con mas frecuencia, la
exclusién del antibidtico por las porinas, la destruccién del antibidtico por las B-
lactamasas o ambas pueden contribuir a la resistencia al limitar la concentracién del
antibidtico en el espacio periplasmatico. Las diferencias entre especies en las porinas,
las bombas, las B-lactamasas y las PBP objetivo determinan si el microorganismo es

sensible o resistente a un antibidtico concreto.
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5.4.4. Unidn de baja afinidad del antibiotico a las PBP objetivo.

Este mecanismo implica la produccién de una PBP con baja afinidad de unién a un
antibiotico B-lactamicos (Zapun et al., 2008). Esto puede deberse a mutaciones en
genes de las PBP que disminuyen esa afinidad de unién, como en los neumococos o
especies de Neisseria resistentes a penicilina, o deberse a la presencia de PBP
adicionales de baja afinidad como la PBP s producida por Enterococcus faecium o la
PBP ,, producida por los estafilococos resistentes a la meticilina. Mediante la disolucion
de las estructuras cristalinas de las PBP de baja afinidad se han identificado
caracteristicas moleculares e interacciones fundamentales causantes de la resistencia

(Lim et al., 2006)
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I1.6.
BLEE en animales y su importancia en

la transmision a humanos

En la actualidad existe una gran preocupacion por el incremento observado de cepas
clinicas portadoras de B-lactamasas de espectro extendido (BLEE), fundamentalmente
en aislados procedentes de pacientes de la comunidad (Paterson et al., 2005; Romero
et al., 2005) y por la importancia que estan adquiriendo ciertos tipos de B-lactamasas,
especialmente las del grupo CTX-M (Bonnet et al., 2004; Livermore et al., 2007), que
estan desplazando a otras predominantes de los tipos TEM o SHV. Ademas, mientras
que en un principio Klebsiella era el género que con mayor frecuencia se referia
asociado a la presencia de BLEE, ahora esta teniendo una especial relevancia la especie
Escherichia coli en relacidn con este mecanismo de resistencia. Asimismo, se observa
un aumento en la prevalencia de portadores fecales de bacterias productoras de BLEE,
tanto en pacientes hospitalizados como en pacientes de la comunidad (Mirelis et al,,
2003; Valverde et al., 2004), y se desconocen los factores que pueden estar

involucrados en estos procesos.

En los ultimos afios, distintas publicaciones hacen referencia a la deteccién de
bacterias (fundamentalmente E. coli y en menor medida Salmonella) portadoras de
BLEE en muestras fecales de distintos tipos de animales sanos, tanto animales
destinados al consumo humano como animales de compaiiia y animales salvajes (Li et
al., 2007). Por otro lado, también se esta evidenciando un aumento en la deteccion de
cepas clinicas de animales portadoras de BLEE, lo que puede representar asimismo un

problema en el tratamiento de las enfermedades infecciosas en veterinaria.

Los animales son reconocidos como un depdsito E. coli patogénica extraintestinal,
pero si los animales son una fuente para EXPEC humana sigue siendo un tema de

debate. Patologias causadas por ExPEC se presentan en muchos animales de granja,
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especialmente para las aves de corral, en el que la colibacilosis es responsable de
enormes pérdidas en los pollos de engorde. Los casos también se reportan para los
animales de compafiia. Cepas E. coli comensal que llevan potencialmente factores de
virulencia implicados en el desarrollo de patologias humanas también colonizan el

tracto intestinal de los animales.

6.1 Uso de antibidticos B—lactamicos en animales

Los antibidticos pueden ser utilizados en produccidn animal con fines terapéuticos,
para el tratamiento de enfermedades, o con fines profilacticos, como control y
prevencion (esta practica es especialmente importante cuando resulta imposible tratar
por separado a cada individuo). Hasta hace pocos afos, también se podian emplear
los antibidticos como aditivos en el pienso como promotores del crecimiento de los
animales destinados al consumo, aunque ya no esta permitido en Europa. El empleo
de antibidticos en veterinaria y su relacion con el aumento de la resistencia en
bacterias de importancia en clinica humana y animal, y sus consecuencias en salud

humana, es un tema de amplio debate en los ultimos afios.

Las penicilinas son antibidticos ampliamente utilizados en veterinaria, pero el uso de
las cefalosporinas es menor y, en general, los tratamientos son de muy corta duracidn.
En general, las cefalosporinas de primera generacién se emplean para el tratamiento
de mastitis en ganado lechero. El ceftiofur, una cefalosporina de tercera generacion y
de uso exclusivo veterinario, se emplea en todo el mundo (Europa, EE.UU., Asia) para
el tratamiento de enfermedades respiratorias en ganado vacuno, ovino, caprino,
equino y porcino. También se emplea en ciertos paises de América, pero no en Europa,
en pollitos de un dia para prevenir la mortalidad temprana debida a procesos

septicémicos (Hornish et al., 2002).

El uso animal de agentes antimicrobianos que se consideran criticos o muy importante
para el uso en humanos crea un reservorio de bacterias resistentes y genes de
resistencia que se suma a la carga de la resistencia a los antimicrobianos en la

medicina humana y puede acortar el tiempo que estos valiosos agentes
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antimicrobianos estaran disponibles para el tratamiento eficaz de las infecciones en los
seres humanos. Los seres humanos pueden obtener E. coli multirresistente o genes
de resistencia de origen animal, directamente a través del contacto con los animales, a
través de los alimentos de origen animal o del medio ambiente. Estas bacterias pueden
colonizar posteriormente los seres humanos o pueden transferir los genes de
resistencia a otras bacterias durante el paso a través del tracto intestinal. Aunque el
transporte de E. coli multirresistente en el intestino no es un peligro para la salud
humana en si misma, puede dar lugar a una infeccién bacteriana con opciones
terapéuticas limitadas y un mayor riesgo de fracaso del tratamiento. La contribucién
del reservorio animal a la carga de la resistencia a los antimicrobianos en los seres
humanos no ha sido cuantificado, sin embargo, el uso de agentes antimicrobianos
considerado como critico o muy importante para su uso en seres humanos debe ser
evitado o minimizado en animales productores de alimentos, para preservar la
eficiencia de estos agentes antimicrobianos para el tratamiento de la infeccidén en los
seres humanos. Como los alimentos de origen animal a su vez se exportan e importan
a muchos paises, las intervenciones para combatir la resistencia a los antimicrobianos
a nivel nacional pueden ser insuficientes para mejorar la proteccion de los
consumidores, se necesita la cooperacion internacional para controlar la propagacién

de la resistencia a los antimicrobianos a través de animales y alimentos.

6.2 £. coli productor de B—lactamasas de origen animal y alimentario

En la Tabla 9, se presenta una relacién de BLEE que se han detectado y publicado
hasta la fecha en cepas de E. coli de origen animal en funcién de la especie animal en la
que fueron detectadas y el caracter sano de los animales. La primera publicacién
sobre la deteccidn de BLEE en bacterias de origen animal tuvo lugar en 2000 y hacia
referencia a una cepa de E. coli portadora de SHV-1, aislada en 1998 en Espafia en un
perro enfermo (Teshager et al., 2000). A partir de esta fecha, el numero de
publicaciones que refieren la deteccidn de cepas de E. coli productoras de BLEE ha sido

creciente, e incluye animales destinados al consumo humano (Espafia, Francia,
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Dinamarca, Reino Unido, Japdén, y China), animales de compaiiia (Espafia, Italia y

Portugal) e incluso animales salvajes (Portugal). La mayor parte de las investigaciones

se realizaron en Europa y 3 estudios, en paises asidticos, en concreto, en China y en

Japoén.

Tabla 9. - Enzimas BLEE descritas en cepas de Escherichia coli de origen animal.

Tipo de Afio de ‘ Pai BLEE descritas
animal aislamiento ‘ o Tipo CTX-M ‘ Otras BLEE

Especies destinadas al consumo humano. Animales sanos (muestras fecales)
2000-2001 Espafia CTX-M.14 SHV .1,
1999-2002 Japén CTX-M_;, 14
2002 China CTX-M.14
2003 Espafia CTX-Myg .14 SHV .1,
2003 Espafia CTX-M.4, g, -14,-32 SHV,; 5,12 TEM. s,
2004 Portugal CTX-M .14, 32 TEM.s,
2005 Portugal TEM.s,

Aves 2005 Francia CTX-M.,
2007 Bélgica CTX-M.1 5 14 15 TEM.s5, TEM.106
2009 Dinamarca CTX-M.4, 2, 9
2007 Italia CTX-M_ 3 SHV 4,
2006 Netherlands CTX-M SHV., TEM.s,
2006-2007 China CTX-M_14, -3, -15, -64, -24, -55, -65
2008 Czech Republic CTX-M_; SHV 4,
2002 China CTX-M_3 .14, -24

Cerdos 2003 Espafia CTX-M_ SHV .15, SHV
2005 China CTX-M-14

Conejos 2003 Espafa CTX-M.g, .14
2000-2001 Japén CTX-M.,
2002 China CTX-M.13

Vacuno 2004 Dinamarca® TEM_s,
2004-2005 Reino Unido  CTX-M"°

BLEE: B-lactamasas de espectro extendido.

a. Cepa aislada de alimento importado de Alemania

b. Los autores no indican el tipo de gen blacx.m detectado.
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6.3 E. coli productor de B-lactamasas en animales destinados al

consumo humano

Los animales para el consumo colonizados por E. coli productor de BLEE se han
considerado como posibles fuente de cepas de E. coli multirresistentes causantes de
infecciones en la comunidad, ya que, pueden adquirir, mantener y transmitir genes de
resistencia procedentes de otros organismos en el medio ambiente. Estas cepas se
han detectado cada vez mas en los alimentos de origen animal en diferentes paises
desde 2002 y han ganado considerable atencién en todo el mundo. (Junying et al.,

2012).

Segun un informe publicado por la European Food Safety Authority (EFSA) en el ano
2011, es particularmente complicado determinar los factores de riesgo para la
aparicion de BLEE por la falta de disponibilidad de datos o falta de precisién. El uso de
los antimicrobianos es un factor de riesgo de la seleccion y la propagacion de clones
resistentes, genes de resistencia y plasmidos. Como la mayoria de las cepas BLEE llevan
resistencias adicionales a otros de uso comin medicamentos veterinarios, el uso
genérico de los antimicrobianos es un factor de riesgo de BLEE y no se limita
especificamente al uso de cefalosporinas. Otro de los factores de riesgo es el intenso
comercio de animales en miembros de la UE. Por otro lado, no hay datos sobre la
eficiencia comparativa de opciones de control individuales para reducir los riesgos de
salud publica causados por BLEE y bacterias productoras relacionadas con los animales
productores de alimentos. La asignacion de prioridades es compleja, pero se considera
gue una opcién de control muy eficaz seria limitar o restringir el uso sistematico de las
cefalosporinas de tercera y cuarta generacién, permitiendo sélo su uso a circunstancias
especificas.  Existen pocos estudios que describen una clara evidencia de Ia
transmisiéon directa de E. coli BLEE aisladas de animales productores de alimentos o
alimentos para los seres humanos. Aunque existen datos sobre clones comunes E. coli
BLEE en los seres humanos y animales productores de alimentos, que proporcionan
evidencia indirecta sobre esta transmision. Hallazgos recientes indican que es mas
probable que la transmision de los genes de BLEE, plasmidos y clones de aves de corral

a los seres humanos ocurra a través de la cadena alimentaria. Ademas, la evidencia de
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propagacidon de microorganismos portadores de BLEE a través del contacto directo

con animales o indirectamente através del medio ambiente es limitada.

Sin embargo, las personas que trabajan con las aves de corral tienen un riesgo mayor

para el transporte intestinal de bacterias BLEE.

El primer informe de la deteccidn de BLEE en los animales productores de alimentos
se realizd en aislados de E. coli recuperado durante el periodo 2000-2001 a partir de
muestras fecales de pollos sanos a nivel matadero obtenida como parte del programa
de vigilancia de la resistencia a los antimicrobianos Espafiol (Brinas et al., 2003b). En
ese estudio, 120 aislados de E. coli se obtuvieron a partir de muestras fecales. Se
detectaron CTX-M.;4 y SHV.1; en el 1,6% de ellos. En un segundo estudio realizado en
el 2003 se encontré un aumento en el porcentaje de productores de BLEE E. coli
aislados entre aislamientos fecales comensales (8 de 158 aislamientos, 5%), con una

mayor diversidad de BLEE detectadas (CTX-M.g, CTX-M_.14 y SHV 1,) (Brinas et al., 2005).

Por otro lado, en un estudio realizado en Estados Unidos durante los afios 2002-2008
donde se examinaron muestras de carne comercializadas, los E.coli aislados en carne
de aves de corral presentaron mayor porcentaje de resistencia a los antibioticos (S.

Zhao, et al 2012).

También existen numerosos estudios sobre la relacion de E.coli BLEE aislados en
animales para el consumo y las cepas humanas. Por ejemplo, en el estudio espanol de
Cortés et al. 2010, se aislaron y se caracterizd el potencial patdgenico de cepas
resistentes de E. coli a partir de muestras de pollo y cerdo en granjas. Entre los 86
aislamientos de granja, 23 (26,7%) tenian dos o mas genes de virulencia tipica de E.
coli patégena extraintestinal (EXPEC). De éstos, 20 fueron aislados de granjas avicolas y
solo 3 de las granjas porcinas. Cuatro de estos grupos contenian cepas con dos o mas
genes de virulencia. En dos de estos grupos, los genes de virulencia y perfiles de
electroforesis de gel en campo pulsado fueron muy similares a los de la clinica cepas
humanas. Concluyeron que se necesitan mas estudios para determinar el verdadero

potencial zoondtico de los grupos clonales hallados. Los resultados hacen especial
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hincapié en el riesgo zoondtico que plantea especialmente por las granjas de aves de

corral, pero también por las granjas de cerdos, como reservorios de E.coli BLEE.

En Espafa se han llevado a cabo varios estudios en animales de abasto. En primer
lugar, y a través de una colaboracidn realizada entre la Universidad de La Rioja y la Red
de Vigilancia Veterinaria de la Resistencia a Antimicrobianos (Universidad Complutense
de Madrid), se realizé un muestreo para la deteccién de BLEE en cepas de E. coli
procedentes de muestras fecales de pollos recogidas en matadero; se realizé el
aislamiento de las cepas en medios de cultivo no suplementados con antibidticos, y se
analizd una cepa por muestra (un lote de animales supone una muestra). En un primer
muestreo, realizado en 2000- 2001, se detectaron cepas de E. coli portadoras de SHV-
12 0 CTX-M.14 en el 1,6% de los aislados analizados (Brifias et al., 2003). En un segundo
muestreo, realizado en 2003, con la misma metodologia, se evidencidé un incremento
en el porcentaje de cepas de E. coli portadoras de BLEE (5%) y en su diversidad (CTX-M.
14, CTX-Mg y SHV.1,) (Brifias et al., 2005). En Catalufia se ha llevado a cabo asimismo
un amplio estudio de deteccidn y caracterizacion de BLEE en cepas de E. coli obtenidas
en granjas de pollos, cerdos y conejos(Blanc et al., 2006; Mesa et al., 2006), utilizando
para el aislamiento placas suplementadas con cefotaxima; se detecté un mayor
numero y variedad de BLEE entre las cepas de E. coli de pollos (CTX-M.;, CTX-M.14, CTX-
M.g, CTX-M-3,, SHV 15, SHV ,, SHV 5 y TEM-s5,), y un menor nimero y variedad entre las
cepas de cerdos (CTX-M_4, SHV.1, y SHV.5) o de conejos (CTX-M-14 y CTX-M.g) (Blanc et
al., 2006).

Se han realizado estudios de caracterizacién de BLEE en heces de animales sanos
destinados al consumo humano en otros paises, como Japén, donde se detectd la
presencia de CTX-M_, y CTX-M_14 en pollos (Kojima et al., 2005), y CTX-M_, en ternera
(Shiraki et al., 2004). Distintos tipos de BLEE, como CTX-M.3, CTXM_13, CTX-M_14, CTX-M.
24 Y CTX-M_,7, se han detectado en aves, vacas y cerdos en China (Duan et al., 2006; Liu
et al., 2007). Por otro lado, también se ha observado TEM s, en una cepa de E. coli de

una muestra alimentaria de ternera en Dinamarca (Jensen et al., 2006).
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En los ultimos afios varias publicaciones ponen de manifiesto la implicacidon de cepas
de E. coli portadoras de BLEE en procesos infecciosos en distintos animales destinados
al consumo humano (aves, cerdos, vacas y conejos). Estos trabajos se han realizado en
Espafia, Francia, Dinamarca, Reino Unido y China, y en ellos se ha identificado la

presencia de CTX-M_l, CTX-M_Q, CTX-M_14, CTXM-15, SHV_12 Yy TEM_52.

En la actualidad, las B-lactamasas CTX-M son consideradas como las BLEE mads
ampliamente diseminadas en diferentes partes del mundo, y son las mas prevalentes
en paises de Europa y Sur América (Canton, 2006; Mella, 2001; Valenzuela et al., 2005;
Quinteros et al., 2003). Desde cuando Bauerfeind et al., (1990) describieron la primera
CTX-M, se ha observado una rdpida y extensa aparicién de nuevas CTX-M vy, a la fecha,
ya se han descrito mds de 110 variantes, clasificadas de acuerdo con la similitud de sus
secuencias en cinco grupos filogenéticos (CTX-M_;, CTX-M_,, CTX-M_g, CTX-M_gy CTX-M.

»5) (Bonnet, 2004; Grupo de Bioinformatica, s. f.)

Figura 25.- Paises en los que se ha detectado cepas de Escherichia coli de origen animal
portadoras de B-lactamasas de espectro expendido (BLEE). Distribucion global del
genotipo CTX-M. Copyright© 2013 British Society for Antimicrobial Chemotherapy
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De la Figura 25, podemos extraer que la mayor diversidad de BLEE detectadas en
animales se localiza en la peninsula Ibérica (Espafia y Portugal) en relacidn con otros
paises europeos, hecho que puede estar relacionado con el mayor nimero de
animales y especies estudiadas en estos paises. Se debe sefalar, asimismo, la
deteccion en paises asiadticos (Kojima et al., 2005; Duan et al., 2006; Liu et al., 2007;
Shiraki et al., 2004) de algunas variantes (CTX-M.;, 3 .13, -24, y -27) Que no se han
encontrado, por el momento, en E. coli de origen animal en Europa. Ademas, CTX-M-5

se ha detectado sdélo en Francia y Reino Unido.

En la actualidad, no podemos descartar que los viajes internacionales y la inmigracién
pudieran haber contribuido durante los afios 1990 y la década de 2000 a la rapida
aparicion y difusion de las enzimas CTX-M en diferentes paises y zonas geograficas.
Esto se ha demostrado recientemente con carbapenemasas y en particular con los
organismos NDM-1 metalo-B-lactamasas (Kumarasamy et al., 2010). Sin embargo, la
presencia de enzimas CTX-M en los animales y sobre todo en los productos
alimenticios crudos que fueron transportados de un pais a otro sugiere posibles vias
para la difusion (Matsumoto et al., 2007; Warren et al., 2008; Dhaniji et al., 2010). Por
ultimo, la globalizacién de las enzimas CTX-M es ilustrado por su presencia no sélo en
los animales de abasto y compafiia, sino también en animales salvajes (Bonnedahl et
al., 2010; Literak et al., 2010; Gongalves et al., 2011, Silva et al., 2011). Ademads, han

sido aisladas en compartimentos ambientales (Chen et al., 2010; Dhaniji et al., 2011a).

6.4. Enterobacterias productoras p-lactamasas de tipo CTX-M en

humanos y animales

Cuando se comparan los tipos de CTX-M predominantes en bacterias de origen
humano en distintos paises (Bonnet et al., 2004; Livermore et al., 2007), con los tipos
de CTX-M detectados en cepas de origen animal, se evidencia una cierta relacién entre
la distribucion geografica de cada tipo de CTX-M en las cepas de origen humano vy las
de origen animal. En este sentido, se puede realizar las siguientes observaciones: 1) las
cepas portadoras de CTX-M son muy infrecuentes en humanos en EE.UU, y tampoco se

han detectado en animales en este pais; 2) en Espaia, las CTX-M predominantes en
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bacterias clinicas o comensales de origen humano son las del grupo 9 (CTX-M. y CTX-
M_.14) y estas BLEE también son predominantes en animales sanos de consumo humano
en este pais; 3) el gen blacry.m.15 €s mayoritario en cepas de humanos en Francia y
Reino Unido, y precisamente este gen se ha detectado en cepas de origen animal sélo
en estos dos paises; 4) la B-lactamasa CTX-M., predomina en bacterias de origen
humano en Bélgica, y se ha detectado esta enzima en cepas de Salmonella aisladas de
animales en ese pais y en el pais vecino Holanda (también en Irlanda); 5) la enzima
CTX-M_3 es predominante en humanos en paises de Europa del Este, y en el caso de

animales, sélo se ha detectado en cepas de E. coli aisladas en China.

Los estudios realizados hasta la fecha acerca de los entornos genéticos de distintos
genes blacry.m en bacterias de origen animal (Meunier et al., 2006; Costa. et al., 2006;
Riafo et al., 2006; Brifas et al., 2005) han demostrado, con algunas excepciones, una

gran similitud con los entornos genéticos detectados en bacterias de origen humano.

éPor qué se produce esta gran diseminacion de bacterias portadoras de BLEE en la

microbiota intestinal de animales sanos?

La enorme diseminacién de cepas de E. coli portadoras de BLEE, fundamentalmente de
la clase CTX-M, en la microbiota intestinal de animales sanos es realmente
preocupante, y su evolucién parece haber ido de manera paralela, aunque en una
escala muy superior en animales, al aumento en la deteccién de este tipo de bacterias
resistentes en el ecosistema intestinal de humanos. Aunque las primeras descripciones
de estas enzimas en cepas clinicas de humanos datan de finales de los afios ochenta,
no ha sido hasta la actual década cuando se estd produciendo un importante y

“explosivo” aumento.

El empleo de cefalosporinas de amplio espectro en animales podria ser un factor de
seleccion de bacterias portadoras de BLEE. En aves, el uso de estos antibidticos esta
mas restringido que en otras especies animales y, sin embargo, se detectan con mayor
frecuencia bacterias portadoras de CTX-M en su microbiota intestinal. Esto nos hace,
pensar que el uso de cefalosporinas de amplio espectro no es el Unico factor implicado

en este proceso. Generalmente, los genes blacrxm se localizan en plasmidos que
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confieren multirresistencia y ademas, en ocasiones, estan incluidos en estructuras de
tipo integrén (Cantdn et al., 2006) asociadas a genes de resistencia a antibidticos como
sulfamidas, trimetoprim o estreptomicina, entre otros. Se podria pensar en procesos
de co-seleccién por el uso de antibidticos no B-lactdmicos como sulfamidas,
trimetoprim, aminoglucdsidos o quinolonas, muy empleadas en avicultura, ya que en
muchas ocasiones, los genes de resistencia a dichos antibiéticos se encuentran en los
mismos elementos genéticos (plasmidos o integrones) que los genes blacrx.m. Por otro
lado, el sistema de cria intensiva y el hacinamiento al que se ven sometidos con
frecuencia los animales, facilitan enormemente tanto el intercambio de bacterias entre
individuos como el intercambio de genes de resistencia entre bacterias. Lo que est3
claro es que este sistema de produccidon de ciertos tipos de animales destinados al
consumo humano es idéneo para la diseminacion de bacterias y de genes de
resistencia entre los animales. Este hecho justifica que en los estudios que se realizan
sobre microbiota intestinal de animales de cria intensiva, como es el caso de los pollos,
el concepto de animal individual no existe, sino el de lote, por la gran facilidad de

diseminacidon microbiana entre todos los individuos dentro del mismo lote.

El origen de los genes blactx.m parece encontrarse como se ha descrito anteriormente
en genes cromosémicos de distintas especies de la bacteria ambiental Kluyvera que
lograron ser movilizados y, posteriormente, incorporados en distintos elementos
genéticos, lo que permite su diseminacidn en bacterias de distintos ecosistemas.
Probablemente, la aparicidn de los genes blacrx.m €n E. coli o Salmonella es el fruto de
diferentes eventos individuales y desconocemos en qué ecosistemas se produjo

inicialmente, o si existieron bacterias intermediarias en este proceso de diseminacién.

6.5. Vias de transmision de Enterobacterias productoras de pB-
lactamasas.

¢Es posible la transferencia de bacterias portadoras de BLEE de animales al hombre?

La posibilidad de que la cadena alimentaria sea un vehiculo importante de

transferencia de genes de resistencia al hombre ha sido planteada por distintos
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autores (Wang et al., 2006), y se ha sugerido un origen alimentario a la presencia de
cepas de E. coli portadoras de BLEE en la microbiota intestinal de humanos (Prats et
al., 2003). En la misma linea, también se ha planteado el posible origen animal de
cepas multirresistentes de E. coli implicadas en infecciones urinarias en clinica humana
(Ramchandani et al., 2005). Salmonella es un microorganismo que no forma parte de
la microbiota intestinal de humanos y cuando se detecta esta bacteria en el hombre,
estd claro su origen animal. No obstante, se desconoce si la adquisicion de genes
codificantes de BLEE por Salmonella se ha producido en el entorno humano, animal o,

posiblemente en ambos.

Estas bacterias pueden infectar a los animales o colonizar su intestino. La
consecuencia natural de la colonizacién es la diseminacién de estas bacterias
resistentes de la granja al medio ambiente. En general, el ecosistema actla como un
depdsito, un "resistome". Las bacterias resistentes que se puede encontrar en las
heces, en el entorno de la granja (Goncalves et al, 2010), los sistemas acuaticos plantas
se pueden transferir de estas fuentes a los animales y a los seres humanos a través de

la cadena alimentaria (Silbergeld et al., 2008).

Fuerte evidencia apoyando el potencial de transmision y colonizaciéon de
Enterobacteriaceae entre los animales y el personal de la granja ha sido proporcionada
por los informes de que los agricultores fueron colonizados con cepas indistinguibles
de resistentes a los antimicrobianos de E. coli de animales destinados al consumo en
la granja. Tal colonizacidon fue reportado inicialmente por E. coli en aves y seres
humanos (Levy et al., 1976a, 1976b), y seguido por muchos informes posteriores sobre

E. coli (Ojeniyi, 1989; Van den Bogaard et al, 2001; Price et al, 2007; Linton et al, 1977).

También se ha reportado (Moodley y Guardabassi, 2009). (Dierikx et al., 2010a) han
demostrado que las personas que trabajan con aves de corral tienen un mayor riesgo
de transporte intestinal de bacterias productoras de BLEE. La prevalencia de BLEE en
los criadores de aves fue mayor. lgualmente hay evidencia reciente sobre el potencial
zoonotico de E. coli patogénica extraintestinal (ExPEC) de origen animal y su posible

transmision directa o indirecta de los animales a los seres humanos, debido a la
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posibilidad de que ExXPEC que causan las infecciones urinarias y otras infecciones
extraintestinales en los seres humanos puedan proceder de un depdsito de alimentos

de origen animal (Racicot et al., 2012).

A partir de la revision de la literatura cientifica, hemos podido comprobar que la
microbiota intestinal de animales sanos destinados al consumo humano supone un
reservorio de genes codificantes de B-lactamasas del tipo CTX-M (al menos, en Europa
y en Asia). Estos genes, al estar localizados en estructuras genéticas con una alta
capacidad de movilizacién, pueden ser facilmente diseminados entre bacterias de
diferentes ecosistemas, incluso en el entorno humano. Es probable que el uso de
antibiéticos en medicina humana esté contribuyendo a seleccionar bacterias
portadoras de BLEE en la microbiota intestinal humana, pero también es muy posible
qgue el importante reservorio de este tipo genes en la microbiota intestinal de los
animales esté también favoreciendo la evolucién creciente de blacrv.m €n el entorno
humano. Nuevos estudios deberian realizarse en un futuro para analizar todos los
factores que pueden estar contribuyendo a este aumento alarmante de bacterias
portadoras de genes blacry.m en los diferentes ecosistemas con el objetivo de controlar,
si es posible, la seleccién y diseminaciéon de esta resistencia. Esto exigira el trabajo
conjunto y coordinado de profesionales implicados tanto en la sanidad humana como

en veterinaria, para intentar abordar el problema desde una perspectiva integral.
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I11.7.
Métodos para la deteccion del
Enterobacterias productoras de

B-lactamasas de espectro extendido

La identificacion de Enterobacterias productoras de B-lactamasas de espectro
extendido debe ser una prioridad en los laboratorios de microbiologia clinica a fin de
posibilitar un abordaje terapéutico adecuado, para lo cual existe una diversidad de
opciones: métodos fenotipicos, genotipicos, presuntivos y confirmatorios, todos ellos

con ventajas y desventajas (Sanchez 2004; Bauer et al., 1966; Bertona et al., 2005).

7.1 Medios de cultivos

Para asegurar un rendimiento dptimo en la recuperacién de enterobacterias
productoras de BLEE a partir de frotis o exudados rectales y heces es necesario
emplear medios selectivos, que eviten el crecimiento de la microbiota sensible. Hay
descritos en la literatura diferentes medios selectivos de este tipo siendo los mas
habituales los que estan suplementados con cefotaxima y ceftazidima. Los medios
bases a los que se afiaden estos antibidticos suelen ser agar MacConkey, agar de
Driglasky o agar nutritivo con vancomicina y anfotericina B. También se ha
comercializado recientemente un medio cromogénico (ESBL-Bx) que permite la
identificacidn preliminar de las enterobacterias productoras de BLEE en 24 horas y
gue, en funcién de la coloracién de las colonias, disminuye la necesidad de identificar
algunos de los microorganismos que crecen en el medio. Entre ellos se encuentra el
ChromID ESBL (bioMérieux), Brilliance ESBL agar (Oxoid) y el CHROMagar™ ESBL.
Otro método cromogénico rdpido es el Cica-beta-Test (Kanto Chemical). Se utiliza
para la deteccién rdpida de BLEE, directamente de la colonia de enterobacteria

aislada.
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Se han publicado estudios en los que las concentraciones de cefotaxima o
ceftazidima empleadas han oscilado ente 0.5 y 4 mg/L aunque una concentracion
demasiado alta (4mg/L) podria determinar una menor sensibilidad en la deteccién. La
eleccién del medio y del agente de seleccion debe tener en cuenta la situaciéon
epidemioldgica de la unidad o el centro donde se lleve a cabo el estudio. Aunque las
BLEEs hidrolizan con mayor o menor eficacia tanto cefotaxima como ceftazidima,
debe tenerse en cuenta que algunas enzimas del grupo CTX-M hidrolizan muy poco

este Ultimo. Disponible en: http://www.seimc.org/documentos/protocolos/microbiologia

7.2 Métodos fenotipicos

Las técnicas para la deteccién fenotipica de B-lactamasas de espectro extendido
(BLEE), se basan en la propiedad que presentan la mayor parte de estas enzimas de
ser inhibidas por acido clavulanico y en la utilizacién de cefalosporinas de tercera y
cuarta generacion y aztreonam como indicadores. La produccién de BLEE se
demuestra por la ampliacién del halo de inhibicién de cualquiera de los indicadores

por la accién del acido clavuldnico.

El Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) recomienda como pruebas de
tamizaje, para deteccidon de BLEE el método de disco difusion en agar Mueller Hinton
(Britania) mediante la técnica de Kirby y Balier, donde podemos evidenciar la
sensibilidad disminuida o resistencia a aztreonam (ATM) y a cefalosporinas de tercera
generacioén, Cefotaxima (CTX), ceftazidima (CAZ) y ceftriazona (CRO) que permiten
sospechar la presencia de BLEE en Escherichia coli y Klebsiella spp y como método
confirmatorio BLEE - CLSI (método americano), donde se emplea cefotaxima y
ceftazidima con y sin acido clavuldnico, este ultimo es un inhibidor las BLEE
(Famiglietti et al., 2005; Clinical and Laboratory Standard Institute 2009). La
potenciacién de la actividad de la cefalosporina en presencia de dacido clavulanico
indica la produccién de BLEE. Una diferencia mayor o igual a 5 mm en los halos de
inhibicidn entre los discos de CAZ-CLA y CAZ solos o CXT-CLA y CTX, fue interpretada

como resultado positivo .
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Por su parte, el método de Jarlier (Jarlier et al., 1988), se basa en la sinergia entre los
antibioticos B-lactamicos (CAZ, CTX, CRO, ATM) colocados alrededor de un disco de
amoxicilina/acido clavulanico (20/10 pg) (AMC), adicionalmente se ha determinado
que el uso de cefalosporinas de cuarta generacion como cefepime (FEP), facilita la
deteccidn de cepas BLEE con poca eficiencia hidrolitica (Famiglietti et al., 2005; Oliver
et al.,, 2003; Drieux et al.,2008). La presencia de BLEE se manifesté por el efecto
sinérgico del inhibidor y los discos (efecto de huevo, cola de pez o balén de futbol

americano).

Asimismo, el método de Hodge, usado para la determinacién de mecanismos
enzimdticos de resistencia, ha sido adaptado para identificar la presencia de [-
lactamasas; dependiendo de los substratos que se utilicen, son utiles para cualquier
tipo de B-lactamasas (Hodge et al., 1978). La presencia de la enzima se identifico al
observar una deformacion del halo de inhibicion de la cepa de E. coli ATCC 25922 al
disco con el sustrato en forma de hendidura. El método tridimensional descrito por
Thomson et al., es un bioensayo, basado en la determinacién de mecanismos
enzimaticos de resistencia presente en microorganismos capaces de hidrolizar un
antibidtico determinado (Oliver et al., 2003; Thomson et al., 1992; Menon et al.,
2006). La presencia de la enzima se identificd al observar una hendidura en el halo de
inhibicién, producto del crecimiento de la cepa indicadora de E. coli ATCC 25922 hacia

el disco empleado como sustrato.

La prueba de E test ESBL se fundamenta en el mismo principio que el de la prueba de
discos combinados pero en este caso se comparan los valores de CMI. El E test ESBL
presenta en un extremo un gradiente de concentracidén de cefotaxima, ceftazidima o
cefepima y en el otro un gradiente de la cefalosporina con una concentracion fija de

acido clavulanico.

También existen sistemas automatizados de antibiograma como Vitek® (BioMerieux),
MicroScan (Dade Behring) y BD Phoenix (Becton Dickinson Biosciences) estos sistemas
disponen en sus paneles/tarjetas comerciales de pocillos especificamente disefiados

para el reconocimiento de enterobacterias productoras de BLEEs. En general se

Rossana Abreu Rodriguez 98



Tesis Doctoral Revision y antecedentes

obtienen buenos resultados con estos sistemas, que ademas suelen disponer de un

sistema experto que alerta de la presencia de este mecanismo de resistencia.

7.3 Métodos moleculares

7.3.1 Reaccion en cadena de la Polimerasa (PCR) a tiempo real.

La reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR) es una herramienta usada de rutina en
todos los laboratorios de diagndstico e investigacion. La cuantificacién de secuencias
diana a través de PCR en tiempo real o PCR cuantitativa (QPCR) se basa en la deteccién
y medicion de los productos amplificados (amplicones) durante cada ciclo de la
reaccién de amplificacidn a diferencia de la PCR convencional, que la determinacion y
cuantificacién de los amplicones se realiza a partir de productos acumulados al final de
la PCR. Esto se logra a través de la determinacién continua del aumento de la seiial de
fluorescencia durante la reaccidn, que es directamente proporcional a la cantidad de

ADN presente en cada momento de reaccién.

Fundamento de la técnica PCR a tiempo real.

La técnica de la Reaccidn en cadena de la Polimerasa (PCR) en tiempo real controla la
cantidad de producto formado durante el curso de la reaccién mediante el control de
la fluorescencia de los tintes o sondas introducidos en la reaccién que es proporcional
a la cantidad de producto formado, y el nimero de ciclos de amplificaciéon necesarios
para obtener una cantidad de moléculas de ADN. Suponiendo una cierta eficiencia de
amplificacién, que normalmente se encuentra cerca de una duplicacién del nimero de
moléculas por ciclo de amplificacién, es posible calcular el nimero de moléculas de
ADN de la secuencia amplificada que estaban inicialmente presentes en la muestra.
Con las técnicas altamente eficientes de deteccion, instrumentacién sensible, y
ensayos optimizados que estan disponibles hoy en dia el nimero de moléculas de ADN
de una secuencia particular en una muestra compleja puede determinarse con
precision y la sensibilidad suficiente para detectar una sola molécula sin

precedentes. Los usos tipicos de PCR en tiempo real incluyen la deteccion de
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patégenos, analisis de expresion de genes, analisis de polimorfismo de un solo
nucledtido (SNP), el analisis de las aberraciones cromosdmicas. Hay una amplia
variedad de instrumentos para Real Time PCR, que consisten en una parte dptica y otra
de termociclador para realizar la reaccion, permiten detectar el nimero de productos
amplificados generados en cada ciclo de la fase de amplificacién logaritmica, por lo
que esta técnica ha eliminado la necesidad de manipulacion de la muestra que permite
la automatizacion total de los sistemas de amplificacién y deteccion, lo que minimiza

los riesgos de contaminacion (Arya et al., 2005).

Se ha desarrollado un nuevo método de PCR en tiempo real para la deteccién rapida y
determinacién del genotipo de blacrxw de los miembros de lafamilia
Enterobacteriaceae. El método BLACTX-U G utiliza sondas marcadas con fluroforos
que emiten fluorescencia en caso de amplificacidn. El ciclo de PCR en el que se detecta
inicialmente un aumento significativo en la sefial de fluorescencia es proporcional a la
cantidad de ADN/ARN presente en la muestra. Este valor se denomina Ciclo umbral

(Ct-Cycle Treshold-o Cq —Cycle Quantificacion-.

La amplificacion de CTX-M_; se detecta en el canal correspondiente al fluoréforo FAM,
la de CTXM, en el correspondiente al fluoréforo TxR, la de CTX-Mgy en el
correspondiente al fluoréforo Alx647/Cy5 vy el control interno en el correspondiente al

fluoréforo Alx532/HEX.
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I1.8.
Métodos de tipificacion molecular
Enterobacterias productoras de

B-lactamasas de espectro extendido

8.1 Tipificacibn molecular de microorganismos. Electroforesis en gel de
Campos Pulsantes (PFGE)

Entre los métodos moleculares aplicados para el Estudio Epidemioldgico se encuentra
La tipificacion molecular del ADN cromosdmico mediante electroforesis en gel de
campo pulsante (PFGE). Las técnicas de macrorrestriccién y PFGE se han utilizado
para la tipificacién molecular de un gran nimero de especies bacterianas. Son técnicas
que exploran la organizacion del ADN cromosdmico bacteriano bajo la accién de la
digestion por un enzima, por tanto dan informacidon general sobre el genotipo
bacteriano y sus cambios mas recientes. En general, sus resultados han demostrado
ser suficientemente discriminativos, con excelente reproducibilidad y faciles de
interpretar cuando se estudian colecciones de microorganismos aisladas en un periodo
de tiempo corto.

De la combinacién de estas dos técnicas, macrorrestriccion del ADN y separacidn de los
fragmentos por PFGE, se obtienen , patrones de restriccion sencillos que representan
el ADN cromosdémico bacteriano distribuido en unas pocas bandas con movilidades

electroforéticas distintas.

Fases en las que se divide el proceso de macrorrestriccion y PFGE:

1. El procedimiento de extraccion de ADN, obliga a inmovilizar las células

bacterianas en bloques de agarosa, en los que se llevara a cabo la lisis, de

Rossana Abreu Rodriguez 101



Tesis Doctoral Revision y antecedentes

manera que el ADN cromosémico también quede embebido en agarosa, el
objetivo es que el ADN permanezca integro y no se fracture accidentalmente lo
cual desvirtuaria los patrones de restriccién y afectaria a la reproducibilidad de
la técnica.

2. Larestriccidon del ADN debe hacerse utilizando enzimas de baja frecuencia de
corte denominadas enzimas de restriccién o endonucleasas de restricciéon. Son
proteinas bacterianas que cortan en fragmentos de larga molécula lineal del
ADN. Las enzimas de restriccion son las principales herramientas de la
tecnologia del ADN recombinante. Una enzima de restriccion reconoce una
secuencia especifica de nucleétidos, como AGCT, cortando el ADN en los
lugares en donde esta combinacidon ocurra. Estas enzimas son aisladas de
bacterias y designadas con una secuencia de tres o cuatro letras seguidas de un
ndmero romano.

3. Latécnica de electroforesis utilizada para la separacién de fragmentos debe ser
una PFGE, con las caracteristicas diferenciales propias de ésta. De todos los
sistemas desarrollados, el mas extendido ha sido el CHEF (clamped
homogeneous electric field electrophoresis). Sus mayores ventajas son la
facilidad de manejo y la capacidad de separar multiples muestras generando
patrones de bandas rectos, que hacen mucho mas facil la comparacion entre
ellos. Este sistema dispone de veinticuatro electrodos dispuestos
periféricamente y fijos a un contorno hexagonal. El voltaje generado por la
fuente de electroforesis o generador de corriente se divide entre los
electrodos, de manera que se crea un gradiente constante a lo largo de todo el
gel. El dngulo de reorientacidn debe ser superior a 902, habitualmente se
trabaja con dngulos de 12092 aunque existen modelos del sistema en el mercado
que permiten modificar este parametro. Por angulo de reorientacion, se
entiende el dngulo que forman los vectores correspondientes a los dos campos
eléctricos que se alternan y que refleja los grados de reorientacién de una
molécula de ADN para poder avanzar en la direccion de los campos eléctricos

gue se apliquen al gel. (Figura 26)
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Figura 26.- Esquema de la distribuciéon de electrodos en el sistema CHEF de
electroforesis en campo pulsante. El angulo sefialado (120°) es el angulo de
reorientacion entre el campo eléctrico Ay B.

Criterios para la interpretacion de resultados

El Andlisis de las imagenes obtenidas de acuerdo con los criterios de Tenover(Tenover
etal., 1995):
Para realizar la comparacidén, existen comercializados distintos software especificos,
o en forma visual, en funcién del nimero de diferencias entre dos patrones
clasificaremos a los aislamientos en:

* Mismo numero de bandas: idénticos o Indistinguibles.

* Diferencia de bandas es <3: Estrechamente o Genéticamente relacionados

* Diferencia de bandas es <6: Posiblemente relacionados.

* Diferencia de bandas es > 6: No relacionados epidemioldgicamente.

Idénticos. Cuando los dos aislamientos presentan el mismo nimero de bandas y éstas
tienen aparentemente el mismo tamafio. En este caso ambos aislamientos

representan la misma cepa.
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Genéticamente relacionados. Cuando el numero de diferencias entre los dos
aislamientos sea inferior o igual a 3. Esto es debido a que un Unico cambio genético, en
el mas desfavorable de los casos (mutacidn espontanea que afecte a un lugar de
restriccion: creando uno nuevo o haciendo desaparecer uno ya existente), se traduce
en un maximo de tres diferencias entre los patrones de un aislamiento y su ancestro.
En este caso, las dos cepas pueden considerarse genéticamente relacionadas (una
subtipo de la otra o ambas derivadas de un ancestro comun) y sus diferencias pueden
ser la consecuencia de los cambios genéticos que se acumulan en las sucesivas
generaciones bacterianas.

Posiblemente relacionados. Cuando los cambios entre los dos patrones pueden ser
atribuidos a dos hechos genéticos independientes, el nimero de cambios puede llegar
a ser hasta de 6 (inserciones o delecciones de ADN; o ganancia o pérdida de lugares de
restriccion). Aunque estos aislamientos puedan también corresponder a una linea
evolutiva comun, su relacién genética no es tan cercana y por tanto, es menos
probable su relacién epidemioldgica. Este nimero de variaciones puede verse entre
aislamientos separados por largos periodos de tiempo (> 6 meses), entre aislamientos
qgue proceden de brotes que han afectado a un gran numero de personas o entre
aislamientos que proceden de situaciones endémicas prolongadas. En estos casos,
antes de llegar a una conclusién seria interesante analizar las caracteristicas
fenotipicas de los aislamientos, su sensibilidad antibiética y aplicar otros marcadores
genotipicos si fuera necesario.

No relacionados. Cuando los cambios entre los dos patrones son atribuibles a tres o
mas cambios genéticos independientes, lo cual se traduce en un numero de
diferencias entre los dos patrones superior a 6. En este caso interpretaremos que las

dos cepas pertenecen a clones distintas, sin relacion epidemioldgica.

Rossana Abreu Rodriguez 104



III. Material y
Métodos




Tesis Doctoral Material y Métodos

En este apartado se expondran los métodos empleados que permiten la
caracterizacion de aislamientos de Enterobacterias productoras de 8-lactamasa de
espectro extendido (BLEE), por métodos fenotipicos y moleculares en pollos

procedentes de granjas de cebo en la Isla de Tenerife, Espaiia.

1. Introduccion

Las granjas de cebo de pollos estudiadas, constan de instalaciones modernas,
construcciones nuevas y seminuevas. Son naves cerradas, con ambiente
controlado en cuanto a temperatura, humedad y ventilacién (ventilador), con una

capacidad entre 15.000 y 26.000 pollos. (Figura 27)

Figura 27. Granjas de explotacidn avicolas. Zona Sur de la Isla de Tenerife

Ademas disponen de dispositivos a fin de evitar en la medida de lo posible la
entrada de posibles patdgenos. Las naves se complementan con un almacén donde

se guarda todo el material necesario. Las granjas visitadas cumplen con Ia
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normativa vigente, el Real Decreto 692/2010, de 20 de mayo, Directiva 2007/43/CE,
del consejo de 28 de junio, que establece las normas minima para la proteccién de
los pollos destinados a la produccion de carne. Esta norma establece las
condiciones que deben reunir las explotaciones de pollos (edificios, ventilacidn,
iluminacién, ruido), aspectos relativos a la alimentacién, limpieza, registros, asi

como lo relativo al personal que trabaja.

Un total de diez granjas de explotacion avicola representativas de la Zona Norte y
Zona Sur de la Isla de Tenerife, fueron objeto de estudio. No se tiene conocimiento
de que en ninguna de ellas se presentaran brotes infecciosos, ni tampoco
informacién de la presencia de animales enfermos. De cada granja se tomaron 25
muestras de exudado rectal o contenido cloacal de pollos aparentemente sanos

durante un periodo entre Noviembre 2012 y febrero 2013.

2. Tomay transporte de las muestras

2.1. Toma de la muestra

Siendo el aparato digestivo, el principal reservorio de enterobacterias productoras
de BLEEs, las muestras de eleccion fueron exudado rectal o contenido cloacal. Se
tomaron muestras correspondientes a 261 pollos vivos sanos, de forma aleatoria
procedentes de las 10 granjas sometidas a estudio durante el periodo de
Noviembre 2012 a Febrero de 2013. A la hora de recoger las muestras se tuvo en

cuenta la edad del animal entre 26 a 45 dias de edad.

Para la toma de la muestra se utiliza una escobillén estéril de raydn Amies-Rayon
swabs (Deltalab™). Se introdujo la torunda 1 cm aproximadamente en la cloaca. Al
finalizar la toma de la muestra, se introduce la torunda o escobillon en su
contenedor correspondiente con el medio de transporte (Amies) vy se etiqueta

correctamente con los datos de interés. En todos los casos, la toma de la muestra
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rectal fue realizada por personal veterinario experto, por lo que fue efectuada
siempre de la misma manera y con los inconvenientes inherentes a este tipo de

procedimientos en un animal vivo, como la resistencia ejercida por ellos.

2.2. Transporte y conservacion de la muestra

No se precisan condiciones especiales de transporte y conservacion para el cultivo
de enterobacterias productoras de BLEE. Las muestras se procesan el mismo dia de

la toma en el laboratorio.

3. Aislamiento e identificacion de Enterobacterias BLEE

Esta fase de aislamiento e identificacion se basa en la deteccidn de las diferentes
Enterobacterias productoras de B-lactamasa de espectro extendido, mediante
técnicas microbioldgicas convencionales, a partir de cultivo de muestras rectales de

pollos que nos permitirdn estudios posteriores de tipificacion molecular.

Una vez que tenemos la muestra en el laboratorio, se hace una siembra directa en
medio de cultivo Agar chromolD™ ESBL (BioMérieux®, Marcy I'etoile, France)
previamente atemperadas. Incubar en estufa, a 37°C en aérobiosis. Los cultivos se
examinan generalmente después de 18 a 24 horas de incubacion. Este medio de
cultivo permite la identificacion directa de cepas mediante el desarrollo espontaneo
de una coloracidon especifica en las colonias de Enterobacterias productoras de B-

lactamasas de espectro extendido.

o Escherichia coli: coloracién espontanea (rosa a burdeos) de las cepas
productoras de B-glucuronidasa (8-GUR). Figura 28

o Klebsiella, Enterobacter, Serratia, Citrobacter (KESC): coloracion
espontanea verde a pardo verdosa o azul de las cepas que expresan

una -glucosidasa (R-GLU). Figura. 29

Rossana Abreu Rodriguez 107



Tesis Doctoral Material y Métodos

Figura 28. -Colonias E. coli BLEE en agar cromogénico

Figura 29.- Colonias K. pneumoniae BLEE en agar cromogénico

Para obtener un cultivo puro recomiendan la siembra de la colonia sospechosa en
un medio de cultivo selectivo Mac Conkey agar. Este medio se utiliza para el
aislamiento de bacilos gramnegativos de facil desarrollo, aerobios y anaerobios
facultativos. Permite diferenciar bacterias que utilizan o no, lactosa. En bacilos
fermentadores de la lactosa se observan colonias rosa a rojas, a veces rodeadas

por un halo de sales biliares precipitadas. Figura 30

Figura 30. Crecimiento de E. coli en Mac Conkey agar
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En caso de un resultado negativo, es posible realizar una prueba de oxidasa sobre
las colonias incoloras o incubar el medio de cultivo 24 horas suplementarias, con el
fin de optimizar la sensibilidad de deteccidén del medio. Aunque la identificacion de
la especie o del grupo es directa, por recomendaciones de la casa comercial, el

caracter BLEE debe confirmarse por una o varias pruebas complementarias
1. Test de Oxidasa:

Principio

Esta reaccién se emplea para clasificar e identificar bacterias y se utiliza para
diferenciar la familia Pseudomonadaceae de los miembros de Enterobacteriaceae
que son oxidasa negativos. Para la deteccion de la enzima citocromo-oxidasa en
microorganismos. La citocromo-oxidasa es una enzima del grupo de la porfirina
férrica muy difundido en la naturaleza que oxida el citocromo C de la cadena
transportadora de electrones. Para su deteccién se utiliza un compuesto orgdnico
que puede ser reducido por el sistema citocromo-oxidasa/citocromo C en presencia
de oxigeno molecular, originando un producto coloreado facilmente apreciable.

1-naftol + dimetilparafenilendiamina - azul de indofenol

El test de oxidasa contiene el tetrametil-p-fenilendiamina, fijado en la almohadilla
(zona de reaccidén) este compuesto va a ser oxidado por la citocromo C oxidasa con
formacién de la molécula de condensacién, azul de indofenol, virando a purpura la

zona de reaccién mientras que en estado reducido es incolora.

Procedimiento y Lectura:

e Setoma con el asa de siembra una colonia sospechosa aislada en un agar en
placas Plate count agar (PCA), que se ha incubado a 36+22C durante 21+3
horas y se pone en contacto con la zona de reaccién de la tira reactiva que
contiene tetrametil-p-fenilendiamina

e Sj la enzima respiratoria citocromo-oxidasa estad presente, este compuesto

es oxidado con formacion de azul de indofenol en 30 segundos.
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e la lectura es inmediata, a través del cambio de color en la zona reactiva de
la tira.
-La reaccidn es positiva, la zona de reaccidn se colorea azul/violeta oscuro

-La reaccién es negativa, no se desarrolla color.

2. Test de Indol:

Principio

Se utiliza para diferenciar la E. coli de otros coliformes. Se confirma la capacidad
para producir Indol. El indol es uno de los productos de degradacion metabdlica
del aminoacido triptofano. Las bacterias que poseen la triptofanasa son capaces de
hidrolizar y desaminar el triptéfano con producciéon de indol, acido pirdvico y
amoniaco y energia. El test de indol se basa en la formaciéon de un complejo
coloreado cuando el indol reacciona con el grupo aldehido del p-
dimetilaminobenzaldehido. Este es el principio activo de los reactivos de Kovacs y

Ehrlich.

Procedimiento y lectura

e Coger la tira de Indol y dejar unos minutos hasta que alcance la temperatura
ambiente.

e Escoger una colonia aislada y bien desarrollada del medio de cultivo,
colocarla en el campo del test de la tira y extender con el asa de inoculacién

e Afadir dos gotas de Reactivo de Indol (4-Dimetilaminocinamaldehido al 1%
en acido clorhidrico al 10%), sobre la zona reactiva.

e la lectura es inmediata, a través del cambio de color en la zona reactiva de
la tira.
-La reaccién es positiva, la zona reactiva se colorea de azul-verdoso.

-La reaccidn es negativa, No se desarrolla color.
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Resumen del procedimiento

1. La muestra se siembra en medio Agar chromolD™ ESBL (BioMérieux®,
Marcy 'etoile, France)y se incuba a 372C por 24h.

2. A las colonias sospechosas se le realiza el test de oxidasa y de indol para
identificar la enterobacteria aislada.

3. Las colonias sospechosas se siembran en un medio de cultivo alternativo
Mac Conkey agar para obtener un cultivo puro.

4. A partir del cultivo puro se resiembra una colonia sospechosa de BLEE en
agar sangre a 372C por 24h, para la Identificacién y estudio de la sensibilidad
bacteriana por el sistema automatizado Vitek 2® (bioMérieux).

5. Posterior a su confirmacién se guarda la cepa pura aislada en medio de

glicerol a- 209C para su posterior estudio

4. Deteccion fenotipica de B—lactamasas de espectro extendido (BLEE)

4.1 Prueba de difusidon en disco

Se realiza la Prueba de difusién en disco empleando el Método de Jarlier (Comité

de Sociedad Francesa de Microbiologia (Jarlier, et al., 1998).

Prueba de difusion en disco se trata de una técnica de sensibilidad semicuantitativa
basada en los trabajos de Kirby y Bauer, que utiliza discos de papel impregnados de
antibidtico a una concentraciéon determinada que son depositados en una placa
inoculada con una suspensién bacteriana 0.5 McFarland en suero fisioldgico
(equivalente a 1.5 x 108 UFC/ml). El diametro del halo de inhibicién de crecimiento

(en mm) permite valorar la sensibilidad de un determinado microorganismo frente
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a cada antibidtico siguiendo las normas establecidas por el CLSI (Clinical and

Laboratory Standards Institute).

4.1.1. Procedimiento

a) Se realizd la difusion en placas de cultivo de Mueller Hinton inoculadas con una
suspension de la cepa a estudiar de un cultivo de 18 a 24h en solucién salina al

0.85% ajustada al patrén 0.5 de turbidez de la escala de McFarland.

b) Sobre ella se colocaron los discos de amoxicilina/4cido clavulanico (20/10 ug) en
el centro de una placa a una distancia de 30 mm de otros discos de ceftazima (30
pg), cefotaxima (30 pg), ceftriaxona (30 ug) y aztreonam (30 pg). La separacién

Optima de los discos puede variar en funcion de la cepa.

c) Incubar a 35+22C durante 16-20 horas.

d) Examinar visualmente la apariencia de las zonas de inhibicion. La interpretacion
de la prueba se realiza segin el Método Jarlier (Comité de Sociedad Francesa de

Microbiologia (Jarlier, et al., 1998).

= Positivo: Ampliacion del halo de inhibicion de cefotaxima, ceftazidima,
cefepima o aztreonam en la zona prdéxima al disco con amoxicilina-acido
clavuldnico (sinergia) o presencia de una "zona fantasma" (inhibicion del

crecimiento) entre las cefalosporinas o aztreonam y el inhibidor.

= Negativo: No ampliacién de los halos de inhibicion de cefotaxima,

ceftazidima, cefepima o aztreonam ni presencia de "zona fantasma".
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Figura 31.- La presencia de BLEE se manifestd por el efecto sinérgico del inhibidor y los

discos-efecto de cola de pez

5. Estudio de la resistencia antimicrobiana

Para el estudio de la resistencia antimicrobiana de las cepas de BLEE aisladas, se

utiliza el sistema VITEK 2® (Biomerieux, Marcy I’etoile, France).

El sistema Vitek 2®, es un sistema de identificacién bacteriana y estudio de la
sensibilidad bacteriana. La Asociacidn Oficial de Quimicos Analistas (AOAC) lo ha
validado como método 992.19. El sistema utiliza una camara incubadora con un
lector dptico, una unidad de llenado/sellado para la inoculacién del kit de la prueba
y un ordenador La identificacion y sensibilidad de las bacterias se basa en la
inoculacion de una suspension de microrganismos en tarjetas 30 pruebas
bioquimicas con determinados paneles de reaccién bioquimica contieney tarjetas
gue contienen diluciones estandarizadas de distintos antibiéticos correspondientes

a los puntos de corte de sensibilidad respectivamente.

Para el estudio de la sensibilidad para bacilos gramnegativos se utiliza la tarjeta
AST-N243. Estas tarjetas son especificas para el sistema VITEK 2® para la

determinacion in Vitro.
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Procedimiento

a) Preparacion del indculo

Material y Métodos

e Para la preparacién del inoculo se utilizan colonias bien aisladas de un

cultivo puro en agar sangre en 24h.

Se realiza mediante la técnica de patrdn de turbidez:

= Se toma un tubo de 5ml se le afiade 3 ml de solucidn salina estéril al

0,85%, se toman 2 6 3 colonias bien aisladas y se emulsionan en la

solucion salina.

* La turbidez final de la solucién debe ser equivalente a 0.5 en la

escala de turbidez de McFarland utilizando un densicheck.

* Pogramar la estacién de trabajo

* Introducir el carrusel en la bandeja del equipo VITEK 2.

= Lectura de los resultados a las 18horas.

Tabla 10. -Los antibioticos a testar son los siguientes:

Grupo Farmacologico

Inh. B-lactamasas

B-lactamico
Penicilina
Cefalosporina 2G

Cefalosporina 3G

Cefalosporina 4G
Carbapenémicos

Aminoglucosidos
Quinolona
Fluoroquinolona

Glicilciclinas
Cotrimoxazol

Rossana Abreu Rodriguez

Antibiotico
Amoxicilina/ac. clav
Piperacilina/Tazobactam

Ampicilina
Cefuroxima
Cefuroxima Axetil
Cefoxitina
Cefotaxima
ceftazidima
Cefepima
Ertapenem
Imipenem
Amikacina
Gentamicina

Ac. Nalidixico
Ciprofloxacina
Tigeciclina
Trimetropina/Sulfametoxazol

Abrev.

AMC
TZP

AM
CXM
CXMa
FOX
CTX
CAZ
FEP
EPM
IPM
AN
GM
NA
CIp
TGC
SXT
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6. Estudio Moleculares.

6.1 Reaccion en cadena de la Polimerasa (PCR) en tiempo real

La reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR) estd basada en la amplificaciéon de una

region especifica del ADN/ARN usando oligonucleétidos complementarios

RealCycler BLACTX-U es un kit de reactivos que permite la deteccién cualitativa por
PCR a tiempo real del ADN de BLEE de los grupos CTX-M_;, CTXM_,, y CTXM_g en

muestras clinicas.

Tipos de bla crx.m incluidos en cada grupo:

Grupo Tipos de bla crxm

CTX-M_, CTX-M3, CTX-M.jp, CTX-M.15, CTX-M_35, y FEC.
Grupo CTX-M_;

CTX-M_;,, CTX-M.»3, CTX-M.,5

CTX-M_,, CTX-M_4, CTX-M_4, CTX-M_5, CTX-M_, CTX-M_;, CTX-
Grupo CTX-M.,

M., y Toho.;

CTX-M.g, CTX-M.13, CTX-M_14, CTX-M_15, CTX-M_17, CTX-M _1g,

Grupo CTX-M,
CTX-M_Zl, CTX-M_27, TOhO_z Yy CTX-M_24

Descripcion del método

El método BLACTX-U G utiliza sondas marcadas con fluoréforos que emiten
fluorescencia en caso de amplificacion. El ciclo de PCR en el que se detecta

inicialmente un aumento significativo en la sefial de fluorescencia es proporcional a
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la cantidad de ADN/ARN presente en la muestra. Este valor se denomina Ciclo

umbral (Ct-Cycle Treshold-o Cq —Cycle Quantificacion-.

La amplificaciéon de CTX-M_; se detecta en el canal correspondiente al fluoréforo
FAM, la de CTXM., en el correspondiente al fluoréforo TxR, la de CTX-Mg en el
correspondiente al fluoréforo Alx647/Cy5 y el control interno en el correspondiente

al fluoréforo Alx532/HEX.

Procedimiento

e Extraccion y purificacion de los acidos nucleicos

La extraccién y purificacion del Acido desoxirribonucleico (ADN) se realizd de
manera automatizada mediante el equipo Maxwell™, Madison, (USA). Este sistema
automatizado procesa de 1 a 16 muestras en un tiempo de 45 minutos partiendo de

la suspension bacteriana.
Procedimiento

a) Setoman 2 a 3 colonias fresco de cultivo de menos de 24 horas y se
resuspenden en suero fisioldgico 0.9% (B-Braun™, Espafia).

b) Preparamos la solucién de Lisis partir de 200 ul de buffer de lisis mas
20 pl de proteinasa K.

c) Se pipetean en un tubo de eppendorf 200 pl de muestra y 200 ul de
solucion de lisis mezclar bien.

d) Pipeteamos el volumen total en el cartucho de extraccién en la
posicién 1, y en la ultima posicién del cartucho la punta

e) colocar en la gradilla los eppendorf de eluido con 50 ul de agua
nuclease free.

f) Se procede a poner en marcha el sistema.

g) Transcurridos los 45 minutos obtenemos el ADN
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h) Conservar a temperatura de congelacién (preferiblemente a -802C)

hasta su procesado.

a) Protocolo PCR a tiempo real

Programar el protocolo de amplificacion BLACTX-U de acuerdo con las siguientes

especificaciones:

Tiempo Temperatura Ciclos Fluorescencia
15:00 95°C 1 OFF
0:15 952C OFF
0:30 60°C 45 ON
0:30 72°C OFF

Seleccién Detecta
-FAM CTX-M1
-TxR CTXM-2
Alx647/Cy5 CTX-M9
Alx532/HEX Control interno.

b) Preparacion de la reaccion
b.1) Volumen de reaccidn de 25ul,
b.2) Equipo SmartCycler

Una vez obtenido el ADN mediante el protocolo automatizado de extraccion

Maxwrll 1I™ 16), ampliamos el gen CTX
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Descongelar la AmpliMix y el control Positivo

e Preparar los tubos de amplificacién necesarios para muestras y controles

e Pipetear 17.8ul de AmpliMix en cada tubo de amplificacién.

e Anadir 7.2 pl del ADN de cada muestra o control a cada tubo.

e Colocar los tubos en el equipo

e Seleccionar el protocolo “BLACTX”

e Iniciar el programa de amplificacion.

c) Interpretacion de los resultados

Se interpretd el resultado obtenido en cada muestra segin la combinacidn de

sefiales indicadas en la siguiente tabla de datos proporcionada.

Canales Interpretacion
FAM TxR Alx647/Cy5 | Alx532/Hex
Positivo Negativo Negativo Indiferente Positivo CTX-y1
Negativo | Positivo Negativo Indiferente Positivo CTX-p.»
Negativo | Negativo | Positivo Indiferente Positivo CTX-p.9
Positivo Positivo Negativo Indiferente Positivo CTX-M_; CTX-M_,
Positivo Negativo Positivo Indiferente Positivo CTX-M_; y CTX-M_g
Negativo | Positivo Positivo Indiferente Positivo CTX-M_, y CTX-M_g
Positivo Positivo Positivo Indiferente Positivo CTX-M_;, CTX-M_, y CTX-M_o
Negativo | Negativo | Negativo Positivo No se detecta
Negativo | Negativo | Negativo Negativo No valorable
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7. Tipificacibn molecular. Electroforesis de campos pulsantes (PFGE)

La tipificacion molecular del ADN cromosdmico mediante electroforesis de campo
pulsante (PFGE), para el Estudio Epidemioldgico, nos permite determinar la relacion

clonal que existe entre diversas cepas aisladas de la misma especie.

Sistema PFGE CHEF-MAPPER (Clamped Homogeneus Electric Field Electrophoresis)

e Metodologia

Mediante esta técnica separamos fragmentos de ADN cromosémicos de elevado
tamafio en patrones sencillos de 10 a 20 bandas, lo cual facilita la comparacidén de
unos con otros permitiendo establecer grados de similitud genérica entra las cepas
bacterianas estudiadas, mediante una técnica especial de electroforesis en la que se
aplican campos eléctricos de incidencia pulsante. Este sistema dispone de
veinticuatro electrodos dispuestos periféricamente v fijos a un contorno hexagonal.

(Figura 32)

Figura 32. Esquema de la distribucion de electrodos en el sistema CHEF de electroforesis
en campo pulsante. El dngulo sefialado (120°) es el angulo de reorientacién entre el campo
eléctrico Ay B.

Rossana Abreu Rodriguez 119



Tesis Doctoral Material y Métodos

a)

b)

c)

a)

8.
9.

10.

Extraccion de ADN bacteriano
Restriccion del ADN utilizando enzimas de restriccion de baja frecuencia de
corte

Separacion de los fragmentos obtenidos mediante PFGE.

Extraccidon del ADN cromosomico

Descongelar la cepa y pasar a agar Sangre COS. Incubar 372C por 24h

Rotular tantos tubos como muestras a estudiar que contengan 15 ml de
caldo LB y afiadir con un asa de 7 a 8 colonias aisladas del cultivo en agar
sangre e incubar a 372C por 24h.

Medir la absorbancia a 540nm. Dependiendo de la Densidad 6ptica
obtenida tomaremos una cantidad determinada del caldo y lo transferimos

a un tubo de pico de 15ml.

ODss4onm = 0.6 a 0.7 = 10ml de caldo
ODssonm = 1.3 = 7ml de caldo
ODssogom = >.5 = 1.5ml de caldo

Centrifugar 10 minutos a 3.000 rpm

Se decanta el sobrenadante y resuspender en 4-5ml PET IV y agitar en el
vortex.

Centrifugar 10 minutos a 3.000 rpm

Se decanta el sobrenadante y resuspender en 1 ml PET IVy agitar en el
vortex.

Limpiar los moldes de los insertos con agua y etanol, dejar secar

Sellar los moldes por la parte inferior con cinta adhesiva

Preparar la cantidad necesaria de agarosa de bajo punto de fusién al 1.6%

(20ml de agua mas 0.320g de agarosa, hervir 3 veces en el microonda).
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11.

12.

13.

b)

Dispensar 300ul de agarosa en tubos de eppendorf y mantenerla en un
bloque térmico a 55°C.

Mezclar 300 ul de la suspensiéon con 300 ul de la solucién de agarosa
fundida

Rellenar los moldes y dejar solidificar la mezcla en nevera durante 40 a 50

min (no mas de 1h).

Lisis
Cuando ya se hayan solidificado los insertos, se retira la cinta adhesiva y se
extraen del molde con la ayuda de una pera de goma. Presionando con la
pera en la parte superior del molde.
Se transfieren los insertos directamente a un tubo debidamente rotulado
con:

2ml de tampodn de lisis I, 20ul de Lisozima y 4 pl de RNAsa.
Incubar a 372C por 24h.
Descantar el tampdn lisis | y afladir 2ml de tampdn lisis Il y 10ul de
proteinasa K.

Incubar a 50-552C por 48h.

Lavados

Transferir 1 inserto a un tubo de 15 ml con aproximadamente 10 ml de
solucion tampdn TE (10mM Tris HCI (ph 8); 0.1mM EDTA) vy guardar en
nevera a 3 -42C por 24 h.

Decantar y cambiar la solucion tampdén TE 2 veces mds (2 a 4ml) y se

mantiene a 3 —42C hasta la macrorestriccién por 24h.

Digestion del ADN con enzimas de restriccion (Macrorrestriccion)
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1. Se enumeran los eppendorf o tubos de micro centrifuga que se van a utilizar.
Con la ayuda de 2 cubre objetos se corta menos de la cuarta parte del
inserto y se deposita una porcién de un tamafio similar de cada uno, en el
eppendorf correspondiente.

2. Se le afiade 168 pl de la a solucion de restriccién en cada uno e incubar 37¢C

durante 18 h en un termobloque.

Solucién de Restriccidon
H,0 estéril 143 pl
Tampodn especifico Xbal® (Buffer D 10x, Promega, Madison WI, USA). 20 ul
BSA® (concentracion 10mg/ml) (Promega, Madison WI, USA). 2ul
Enzima Xbal, GQ 10u/ul® (Promega, Madison WI, USA). 3ul

La enzima de restriccion que utilizamos en nuestro estudio fue Xbal (MBI
Fermentas). Por ser recomendada por diversos autores para la caracterizacion
molecular mediante la técnica de PFGE para bacterias Gram negativas (Kariuki et al.,
1999b; Garaizar et al., 2000; Liébana et al., 2001; Iguchi et al., 2002; Kawano et al.,
2006).

c) Electroforesis en Campo pulsantes (PFGE)

e Preparacion del gel de agarosa al 1%

Se utiliz6 agarosa ncuyas caracteristicas (“high gel strenght”, alta movilidad
electroforética, “higher exclusién limit”) posibilitan una separacién Odptima de
fragmentos de ADN de gran tamafio por electroforesis de campo pulsado, ya que
su bajo valor de electroendosmosis (<0.05) permite una mayor movilidad
electroforética, y son adecuadas para la posterior trasferencia de ADN a

membranas especificas.
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1. Preparar 100ml de un gel agarosa® al 1% en TBE 0.5x.

(100 ml de TBE 0.5x se le aflade 1 g de agarosa) Mezclar y dejar hervir 3
veces en el microondas.

2. Dejar enfriar la solucion en agitacién durante 30 min.

3. Preparar el molde encajando la bandeja en el soporte.

4. Seleccionar el peine correspondiente a 15 pocillos y colocar
consecutivamente en cada uno de los dientes el inserto digerido
correspondiente siguiendo el orden establecido al inicio del proceso de
restriccion.

5. Verter cuidadosamente la agarosa (que estd a una temperatura no superior
a 502C y no inferior a 452C) evitando que esta arrastre algunos de los
insertos y esperar 30 min a que la agarosa se solidifique.

6. Colocar por cada gel o campo 3 pesos moleculares (dos en las calles de los

extremos y uno en la calle central).

Colocacidén en el sistema

Equipo CHEF-MAPPER

1. Preparar 3 L de tampdn de electroforesis TBE 0.5x (300 ml de TBE 5x 2n
2700 ml de agua destilada mili Q®). Verter en la cubeta de electroforesis 2L
aproximadamente de este Buffer, se conecta un sistema de recirculacién y
refrigeracion del tampédn.

2. Se programa las condiciones de electroforesis en el equipo de acuerdo a los
siguientes parametros:
Controlador de pulsos:
Voltaje de 6V/cm, 24 horas, pulso inicial 1 segundo, pulso final 30 segundos

y debe ajustarse la temperatura a 12 oC.
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3. Una vez que se alcanza la temperatura deseada, desmontar el molde que
contiene el gel, depositarlo sujeto a la bandeja en la cubeta de PFGE en el
marco adecuado, y cerrar la tapa.

4. Poner en marcha el Sistema.

Extraccion del gel y tincidon

1. Una vez finalizado los ciclos del PFGE.

2. Abrir la tapa de la cubeta y extraer el gel y sumergirlo en la solucién de
tincidn (500ml de TBE 0.5x y 25 ul de Bromuro de etidio) durante 20 min en
agitacion suave a temperatura ambiente.

3. Visualizar el gel en el trasluminador Gel Logic 200® de Luz Ultravioleta y se

fotografia, para la lectura e interpretacién de los resultados.

Andlisis de las imagenes obtenidas

El término de analisis de imagenes hace referencia a la comparaciéon de dos o mas
patrones de bandas correspondientes a las distintas cepas aisladas. El
procedimiento de comparacién se realizd a través del examen visual para el conteo
de bandas en funcién de los criterios de Tenover. Esta clasificacion de la relacion

genética entre microorganismos, pretende ser sdlo orientativa.

Andlisis de los patrones de restriccion de ADN

Los patrones de bandas de PFGE, fueron clasificados de acuerdo con los criterios de

Tenover(Tenover et al., 1995)

En funcién del numero de diferencias entre dos patrones clasificaremos a los
aislamientos en:
* Mismo numero de bandas: idénticos o Indistinguibles.

* Diferencia de bandas es <3: Estrechamente o Genéticamente relacionados
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* Diferencia de bandas es <6: Posiblemente relacionados.

* Diferencia de bandas es > 6: No relacionados epidemiolégicamente.

Idénticos. Cuando los dos aislamientos presentan el mismo nimero de bandas y
éstas tienen aparentemente el mismo tamafio. En este caso ambos aislamientos
representan la misma cepa.

Genéticamente relacionados. Cuando el numero de diferencias entre los dos
aislamientos sea inferior o igual a 3. Esto es debido a que un Unico cambio genético,
en el mas desfavorable de los casos (mutacion espontdnea que afecte a un lugar de
restriccion: creando uno nuevo o haciendo desaparecer uno ya existente), se
traduce en un maximo de tres diferencias entre los patrones de un aislamiento y su
ancestro. En este caso, las dos cepas pueden considerarse genéticamente
relacionadas (una subtipo de la otra o ambas derivadas de un ancestro comun) y sus
diferencias pueden ser la consecuencia de los cambios genéticos que se acumulan
en las sucesivas generaciones bacterianas.

Posiblemente relacionados. Cuando los cambios entre los dos patrones pueden ser
atribuidos a dos hechos genéticos independientes, el nimero de cambios puede
llegar a ser hasta de 6 (inserciones o delecciones de ADN; o ganancia o pérdida de
lugares de restriccidon). Aunque estos aislamientos puedan también corresponder a
una linea evolutiva comun, su relacidn genética no es tan cercana y por tanto, es
menos probable su relacidon epidemiolédgica. Este nimero de variaciones puede
verse entre aislamientos separados por largos periodos de tiempo (> 6 meses),
entre aislamientos que proceden de brotes que han afectado a un gran nimero de
personas o entre aislamientos que proceden de situaciones endémicas prolongadas.
En estos casos, antes de llegar a una conclusion seria interesante analizar las
caracteristicas fenotipicas de los aislamientos, su sensibilidad antibiética y aplicar
otros marcadores genotipicos si fuera necesario.

No relacionados. Cuando los cambios entre los dos patrones son atribuibles a tres o

mas cambios genéticos independientes, lo cual se traduce en un numero de
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diferencias entre los dos patrones superior a 6. En este caso interpretaremos que

las dos cepas pertenecen a clones distintas, sin relacidon epidemioldgica.
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8. Materiales

Medios de cultivo, reactivos y materiales.

» Medios cromogénicos para screening de organismos multirresistentes.

Agar chromolD™ ESBL (BioMérieux®, Marcy I'etoile, France).

= Medio de cultivo Mac Conkey, agar (BioMérieux®, Marcy l'etoile,

France).

= Medio de cultivo Mueller Hinton agar (BioMérieux®, Marcy |’etoile,

France).

= Discos de antibidticos: cefotaxima CTX (30ug), ceftazidima CAZ (30g),
Aztreonan ATM (30ug)), cefuroxima CXM (30ug), Amoxicilina/ acido
clavulanico AMC (20/10ug). Oxoid.

= Reactivo de oxidasa (Strips BioChemika, for microbiology, Fluka).
= Reactivo de Indol (Cultimed).

» Tarjetas de sensibilidad AST-N243 para determinar la sensibilidad in
vitro de bacilos gramnegativos por el sistema VITEK 2® (Biomerieux,

Marcy I’etoile, France).

= Enzima Xbal, GQ 10u/ul® (Promega, Madison WI, USA).
= PCR atiempo real utilizando el equipo SmartCycler® (Cepheid®).

» Kit de RealCycler BLACTX. Progenie Molecular.

» Pipetas estériles de volumen variable.
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= Escobillén estéril de raydon Amies-Rayon swabs (Deltalab).

» Autoclave, estufa de 35 a 379C, balanza, agitador vortex, mechero, asas
de plastico estériles desechables, escobillones estériles, densitometro,
nevera a una temperatura de 49C, congelador a una temperatura de -
22°C.

= Tubos de suero fisiolégico (0.85 g de NACL en 100 ml de agua destilada
estéril
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9. Soluciones necesarias para el Ensayo

1. PETIV:
Para 500 ml
=  5ml Tris base 1M (10mM Tris pH 7.6)
= 29.2g NaCl (1M NaCl)
= Completa con agua destilada
= Autoclavar
= Conservara2a4eC

2. Tampon Lisis I:
Para 100ml
= 600ul Tris-HCl pH 7.6 (6mM tris-HCl (pH 7.5)
*  2mlNaCl4M (1M NaCl)
= 20ml EDTA 0.5M pH 7.6 (100Mm EDTA pH 7.5)
=  41.9ml Agua destilada
=  Autoclavar

Anadir

= 5ml Desoxicolato 4% (0.2% Desoxicolato sddico)
= 2.5ml Sarcosil 20% ( 0.5% Sarcosilato SLS)

=  5ml Brij 1% (0.5% Brij 58)

= (Conservara?2a4eC

3. Tampon Lisis Il
Para 100ml
= 18.6g EDTA (0.5M EDTA pH 9-9.5)
= 80ml agua destilada

Material y Métodos

= Ajustar el pH (9-9.5) afiadiendo 22 lentejas de NaOH aproximadamente.

= Autoclavar
Anadir

= 5ml Sarcosil 20% ( 1% Sarcosil)
= Conservara?2a4eC
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4. TE
Para 500 ml
= 5ml Tris base 1M pH 7.6 (10mM Tris-HClI)
= 20ul EDTAO0.5M pH 8 (0.11mM EDTA pH 8)
= 495ml agua destilada
= Autoclavar
= (Conservar a2 a4°C.

5. TBE (5x)
Para 500 ml
= 27g Tris base (1M Trls pH 7.5)
» 1.85g EDTA (2mM EDTA pH 8)
= 360ml agua destilada

Mezclar bien y afiadir

» 13.75g Acido Bérico (1M Acido Bérico)
= 140 ml agua destilada

= Autoclavar

= Conservar a temperatura ambiente

6. Medio de cultivo Luria Bertani (Caldo LB)
Para 500ml

= 5gtryptona

= 2.5g de extracto levadura

= 5gcloruro sddico

= Disponer 15ml en tubos de cristal con tapén
= Autoclavar

= (Conservar en nevera a 42C
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Anexos

Bromuro de etidio 1%.

Afadir 10ul de Bromuro de etidio en 990ul agua destilada en un frasco color ambar vy
mantener a 2-49C en oscuridad para evitar la fotoinactivacién
Brij-58. Solucidn al 10% en agua destilada. Conservar a temperatura ambiente.

Desoxicolato 4%

Para 50ml
= 2g de desoxycolato de sodio

=  50ml agua destilada
= Conservar a temperatura ambiente (TA)

EDTA 0.5M

= 18.6g EDTA

= 100ml agua destilada

= Afadir 10-12 lentejas de NaOH para justar el pH 8
= ConservaraTA

NaCl 4M

= 23.3g NaCl

= 100ml agua destilada
= Autoclavar

= (ConservaraTA

Sarcosyl 20%

Para 100ml
= 20g N-Lauroylsarcosine
= 100ml agua destilada
= Conservara TA

Tris base 1M

Para 100ml
= 12g Trizma
= 75ml agua destilada
® Afadir HCl usar guantes y mascarilla hasta ajustar pH 7.6
= Completar con agua destilada hasta 100ml
= Conservara TA.
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Lisozima

Solucién de 100mg/ml en agua destilada. Se reparte en alicuotas de 300ul en tubos tipo
eppendorf y conservar a temperatura de congelacién -20°C

Proteina K

Solucién de 10mg/ml en agua destilada. Se reparte en alicuotas de 500ul y conservar a
temperaturas de congelacion -202C.

RNasa-A

Solucidn de 10mg/ml en agua destilada. Debe hervirse durante 5 min antes de repartir y se
reparte en alicuotas de 600ul en tubos tipo eppendorf y conservar a temperaturas de
congelacion -202C
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IV.1.
Prevalencia de Enterobacterias
productoras de B-lactamasa de espectro
extendido (BLEE) en muestras de pollos

Sanos

En la tabla 11, se muestran el numero de aislamiento de cepas de Enterobacterias
BLEE en las 261 muestras rectales de pollos procedentes de 10 granjas avicolas en la

Isla de Tenerife-Espafia.

El porcentaje de positividad de las muestras de pollos por Enterobacterias BLEE fue del

90.8%

Tabla 11.- Aislamiento de Enterobacterias BLEE en muestras rectales de pollos

N° Muestras Positivas BLEEs Negativas BLEEs | % de Positividad
261 237 24 90.8

En la tabla 12, se muestran el nimero de aislamiento y porcentaje de cepas de las
diferentes especies de Enterobacterias BLEE aisladas en 261 muestras rectales de
pollos testadas. En nuestro estudio aislamos en un porcentaje muy elevado a la
especie E. coli (90,8%) y en un porcentaje muy inferior a la especie Klebsiella
pneumoniae (1.1%). No se aislé ninguna otra especie de enterobacterias en nuestro

estudio.

Tabla 12.- Aislamiento de especies de Enterobacterias BLEE en muestras rectales de pollos

Especies de Enterobacterias E. coli K. pneumoniae
N2 cepas productoras de BLEE 237 3
Porcentaje 90,8 1.1
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En la tabla 13, se muestra el numero de aislamiento de cepas de Escherichia coli

productora de B-lactamasa de espectro extendido en muestras rectales de pollos

segln la granja de procedencia. En la tabla se observa que el porcentaje de positividad

oscila entre el 100% al 72%.

Tabla 13.- Aislamiento de E. coli BLEE en muestras rectales de pollos, distribuidas por granja

Granja | N° Muestras E. coli BLEE % Positividad
1 25 22 88
2 25 19 76
3 25 18 72
4 27 27 100
5 26 19 73
6 27 27 100
7 27 0 100
8 26 0 100
9 25 1 96
10 27 0 100

En la tabla 14, se refleja el niumero de aislamiento de cepas de Klebsiella pneumoniae

productora de B-lactamasas de espectro extendido en muestras rectales de pollos de

las 10 granjas estudiadas. En la tabla se observa la baja prevalencia de K. pneumoniae

BLEE, solo se aislé en 3 pollos de 2 granjas diferentes. En ambos casos fueron

aislamientos mixtos junto con E. coli BLEE.

Tabla 14.- Aislamiento de K. pneumoniae BLEE en muestras rectales de pollos, distribuidas por granja

Granja | N° Muestras | K. pneumoniae BLEE % Positividad
1 25 0 0
2 25 0 0
3 25 0 0
4 27 0 0
5 26 0 0
6 27 0 0
7 27 2 8.0
8 26 0 0
9 25 0 0

10 27 1 3.7
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IV.2.
Estudio del genotipado de cepas de E. coli

BLEE procedentes de pollos sanos

Todas las cepas aisladas en este estudio fueron caracterizadas mediante la técnica de
electroforesis en gel por campos pulsantes (pulsed-field gel electrophoresis, PFGE),
utilizando la endonucleasa de restriccién Xbal, GQ 10u/ul® (Promega, Madison WI,
USA) y el sistema CHEF MAPPER PFGE (Bio-Rad)®. Las condiciones fueron las
siguientes: 14 °C, un voltaje 6 V/cm, pulso inicial 1 segundo y pulso final 30 segundo, y
24 horas. (Fernandez-Baca el al., 2001) L6 V / cm, el pulso de 1 a 30 s, y 24 horas
(Fernandez-Baca el al.,, 2001). Los geles se tineron con bromuro de etidio y
fotografiados bajo luz UV. El procedimiento de comparacion se realizd a través del
examen visual para el conteo de bandas en cepas tipables en funcion de los criterios de

Tenover.

En nuestro estudio, de los 237 aislamientos de E. coli BLEE con la enzima de
restriccion, Xbal pudieron tipificarse 196. También se obtuvieron 41 cepas autoliticas

consideradas como no tipables (NT).

Esta enzima de restriccion utilizada fue seleccionada ya que, seguin estudios previos,
es la mas adecuada para la caracterizaciéon de Enterobacterias, al producir bandas
claras y bien separadas y ser los patrones facilmente interpretables. (Kariuki et al.,
1999b; Garaizar et al., 2000; Liébana et al., 2001; Iguchi et al., 2002; Kawano et al.,
2006).

1.- En el analisis por electroforesis en gel por campos pulsantes (pulsed-field gel se
obtuvieron 44 patrones de bandas de diferentes. La relacidon clonal de las cepas
establecida por Electroforesis en gel de Campos Pulsantes (PFGE) del total de aislados

de E. coli BLEE en este estudio, evidencié una gran variabilidad genética dentro de los
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aislados. En las imagen 1, se refleja la variabilidad genética presentada por este

microorganismo.

Imagen 1.- Macrorrestriccidén con Xbal y posterior PFGE. Peso molecular: carril 8. E. coli BLEE:
carriles 1-7 y 9-15.

Figura 33.- Distribucién de los distintos patrones de bandas mas frecuentes obtenidos en gel
de campos pulsantes con la enzima de macrorrestriccién Xbal en cepas de E. coli BLEE.

HEA EH @mEX BHEG K G EL mD Otros
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2.- En el andlisis por electroforesis en gel por campos pulsantes (pulsed-field gel
electrophoresis, PFGE) de un total de 3 aislados de Klebsiella pneumoniae BLEE, con la
enzima de restriccion Xbal (Promega)® vy el sistema CHEF MAPPER PFGE (Bio-Rad) ® se
obtuvieron 2 patrones de bandas de diferentes segun los criterios de Tenover. Imagen

2.

Imagen 2.- Macrorrestriccidon con Xbal y posterior PFGE. Peso molecular: carril 6-9. K.
Pneumoniae BLEE: carriles 8- 9.
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IV.3
Caracterizacion de Enterobacterias
productora de B-lactamasa de espectro
extendido (BLEE) en muestras de pollos

Sanos

3.1 Estudio Moleculares.

3.1.1. Reaccion en cadena de la Polimerasa (PCR) en tiempo real

En nuestro estudio realizamos la caracterizacién de las cepas de E. coli que portaban el
gen CTX-M utilizando la técnica RealCycler BLACTX, que permite la deteccidon
cualitativa por PCR a tiempo real del ADN de BLEE de los grupos filogenéticos CTX-M.;,
CTXM_,, y CTXM_, por ser los de mayor frecuencia.

En la Tabla 15, aparecen reflejadas el grupo filogenético de B-lactamasas de espectro
extendido CTX-M determinadas en los 196 aislados de E. coli productor de BLEE de

nuestro estudio mediante técnica de PCR.

Tabla 15. - Porcentaje de prevalencia de grupos filogenéticos de p-lactamasas CTX-M

Grupo blacrxm Ne %

blac'rx-M.g 87 44,4
blac'rx.M.]_ 18 9,2
blac'rx.M.z 13 6,0
blacrx.m-1y crx-m-2 2 1,0
Otros grupos de B-lactamasas 76 39,0
Total 196 100

De la caracterizacidén genética de las BLEE se obtuvo que de las 196 cepas de E. coli, 87
(44,4%), presentaron BLEE tipo CTX-M.; 18 (9,2%), tipo CTX-M.1; 13 (6,0%), tipo CTX-

M.y 78 cepas presentaron otros grupos de BLEE no caracterizadas.
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Figura 34.- Distribucion de cepas de Escherichia coli de origen aviar en funcion de las 3-

lactamasas de espectro extendido (BLEE) que albergan

Tabla 16.- Porcentaje de prevalencia de grupos filogenéticos de las K. pneumoniae f3-

lactamasas CTX-M

Grupo blacrxm N° %
blaCTX-M_4 1 33.3
Otros 2 66,7
Total 3 100

De la caracterizacién genética de las 3 cepas de Klebsiella pneuminiae BLEE se obtuvo

que 1(33.3%), presento BLEE tipo CTX-M-1y 2 presentaron otros grupos de enzimas

B-lactamasas no caracterizadas

Se observa en los datos obtenidos que el nimero de B-lactamasas producidas por cada

uno de los aislados fue variable, encontrandose en algunos casos la produccion

simultanea de dos o mds enzimas, como se observa en los datos obtenidos: produccién

de una enzima 118 aislados (60.2%), dos enzimas en 2 aislado (%)
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IV.4
Resistencia antibiotica de cepas de
Enterobacterias BLEE procedentes de pollos

Sanos

4.1 Resistencia antibidtica

4.1.1 Resistencia antibiotica de cepas de Escherichia coli BLEE aislados BLEE

En la Tabla 17, se observa el porcentaje de resistencia del total de cepas de E. coli
BLEE a los antibidticos ensayados. Las mayores resistencias, sin considerar a los B-
lactdmicos no carbapenémicos, aparecen en las quinolonas (4cido nalidixico y

ciprofloxacina), seguido del trimetropin/sulfametoxazol (cotrimoxazol).

Tabla 17. - Estudio de la Resistencia Antimicrobiana de las cepas de E. coli BLEE
a los antibioticos testados.

Grupo Farmacoldgico Antibiético Abrev. %R
Inh. B-lactamasas Amoxicilina/Ac. clavulanico AMC 100
B-lactdmicos
Penicilina Ampicilina AM 100

Cefuroxima CXM 100
Cefalosporina 2G Cefuroxima Axetil CXMa 100
Cefoxitina FOX 100
: Cefotaxima CTX 100
Cefalosporina 3G ceftazidima CAZ 100
Cefalosporina 4G Cefepima FEP 100
Carbapenémicos Ertapenem ETP 0
Imipenem [PM 0
Aminoglucésidos Amikacina AN 0
Gentamicina GM 6,75
Quinolona Ac. Nalidixico NA 92,4
Fluoroquinolona Ciprofloxacino CIP 65,4
Glicilciclinas Tigeciclina TGC 0
Cotrimoxazol Trimetropina/Sulfametoxazol SXT 24,1
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4.1.2 Resistencia antibiotica de cepas de K. pneumoniae BLEE aislados

En la Tabla 18, se observa el porcentaje de resistencia del total de cepas de K.
pneumoniae BLEE a los antibidticos ensayados. Las mayores resistencias, sin
considerar a los B-lactamicos no carbapenémicos, aparecen en las quinolonas (acido

nalidixico y ciprofloxacina)

Tabla 18.-. - Estudio de la Resistencia Antimicrobiana de las cepas de K. pneumoniae
BLEE a los antibidticos testados.

Grupo Farmacoldgico Antibiético Abrev. %R
Inh. B-lactamasas Amoxicilina/Ac. clavulanico AMC 100
B-lactamicos
Penicilina Ampicilina AM 100

Cefuroxima CXM 100
Cefalosporina 2G Cefuroxima Axetil CXMa 100
Cefoxitina FOX 100
. Cefotaxima CTX 100
Cefalosporina 3G ceftazidima CAZ 100
Cefalosporina 4G Cefepima FEP 100
Carbapenémicos Ertapenem ETP 0
Imipenem IPM 0
Aminoglucésidos Amikacina AN 0
Gentamicina GM 0
Quinolona Ac. Nalidixico NA 33.3
Fluoroquinolona Ciprofloxacino CIP 33.3
Glicilciclinas Tigeciclina TGC 0
Cotrimoxazol Trimetropina/Sulfametoxazol SXT 0
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4.2. Patrones de Resistencia en el total de muestras de cepas aisladas de

Enterobacteriacea BLEE

4.2.1. Patrones de Resistencia en el total de muestras de cepas aisladas de

E. coli BLEE

En la Tabla 19, se observa los patrones de resistencia de E. coli BLEE en el total de las
muestras estudiadas. Se observa que aparecen 8 patrones diferentes, siendo el patrén
AMC + AM + CXM + CXMa + CTX + CAZ+ FEP+ NA+ CIP el mayoritario. Asi, el 47,3% de
los E. coli BLEE son resistentes a los B-lactamicos, a excepcién de los carbapenémicos,
junto a las quinolonas (acido nalidixico y ciprofloxacina), que representan el patrén de
resistencia n? 1. Un porcentaje importante (79,4%) presentan los tres patrones

mayoritarios.

Tabla 19.- Patrones Resistencia en el total de muestras de cepas de E. coli BLEE

Ne Resistencia Antibidticos Frecuencia %
1 | AMC+AM + CXM + CXMa + CTX + CAZ+ FEP+ NA+ CIP 112 47.3
2 AMC +AM + CXM + CXMa + CTX + CAZ + FEP + NA 49 20.7
3 | AMC+AM + CXM + CXMa +CTX +CAZ + FEP + NA + CIP + SXT 27 114
4 AMC +AM + CXM + CXMa +CTX + CAZ + FEP 15 6.3
5 AMC +AM + CXM + CXMa +CTX +CAZ + FEP + NA + SXT 15 6.3
6 AMC +AM + CXM + CXMa + CTX + CAZ + FEP + GM + NA + CIP + SXT 12 5.0
7 AMC +AM + CXM + CXMa + CTX + CAZ + FEP + GM + NA + CIP 4 1.7
8 AMC +AM + CXM + CXMa + CTX + CAZ + FEP + SXT 3 1.3

Total 237 100.0

Amoxicilina/Ac.clavulanico: AMC; Ampicilina: AM; Cefuroxima:CXM; Cefuroxima Axetil-CXI
Cefoxitina: FOX; Cefotaxima: CTX; ceftazidima: CAZ; Cefepima: FEP; Ertapenem: ETP; Imipenem: IPM;
Amikacina: AN; Gentamicina: GM; Ac. Nalidixico: NA; Ciprofloxacina: CIP; Tigeciclina: TGC;
Trimetropina/Sulfametoxazol: SXT
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4.2.2. Patrones de Resistencia en el total de muestras de cepas aisladas de

K. pneumoniae BLEE

En la Tabla 20, se observa los patrones de resistencia de las 3 cepas de K. pneumoniae
aisladas de las muestras estudiadas. Se observa que aparecen 2 patrones diferentes,
siendo el patrén n2 4: AMC + AM + CXM + CXMa + CTX + CAZ+ FEP, el que aparece en
2 ocasiones y en otro aislado de K. pneumoniae aparece el patrén n? 1, que es el

predominante en los aislados de E. coli.

Tabla20.- Patrones Resistencia en el total de muestras de cepas de K. pneumoniae BLEE

Ne° Resistencia Antibioticos Frecuencia %
4 AMC + AM + CXM + CXMa + CTX + CAZ+ FEP 2 66.7
1 AMC + AM + CXM + CXMa + CTX + CAZ+ FEP + NA+ CIP 1 33.3

Total 3 100

Amoxicilina/Ac.clavulanico: AMC; Ampicilina: AM; Cefuroxima:CXM; Cefuroxima Axetil-CXMa
Cefoxitina: FOX; Cefotaxima: CTX; ceftazidima: CAZ; Cefepima: FEP; Ertapenem: ETP; Imipenem: IPM;
Amikacina: AN; Gentamicina: GM; Ac. Nalidixico: NA; Ciprofloxacina: CIP; Tigeciclina: TGC;
Trimetropina/Sulfametoxazol: SXT

4.3. Patrones Resistencia en las cepas de E. coli BLEE distribuidos por granjas

En la Tabla 21, se observan los patrones de resistencia de E. coli BLEE en el total de las
muestras estudiadas de las granja 1. Se observa que aparecen 6 patrones diferentes,
siendo el patron n?2 2 el mayoritario. El 40.9% son resistentes a los B-lactamicos no
carbapenémicos y al acido nalidixico y el 27.2% de los E. coli BLEE son resistentes a los

B-lactdmicos junto a las quinolonas (acido nalidixico y ciprofloxacina).
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Tabla 21. - Patrones Resistencia de muestras de cepas de E. coli BLEE Granja N°1

Ne° Resistencia Antibioticos Frecuencia %
2 AMC+AM + CXM + CXMa + CTX + CAZ + FEP + NA 9 40.9
3 AMC+AM + CXM + CXMa + CTX + CAZ + FEP + NA + CIP + SXT 6 27.2
6 AMC+AM + CXM + CXMa + CTX + CAZ + FEP + GM +NA + CIP + SXT 4 18.1
1 AMC+AM + CXM + CXMa + CTX + CAZ + FEP + NA + CIP 1 4.6
8 AMC+AM + CXM + CXMa + CTX + CAZ + FEP + SXT 1 4.6
4 AMC+AM + CXM + CXMa + CTX + CAZ + FEP 1 4.6

Total 22 100.0

Cefoxitina: FOX; Cefotaxima: CTX; ceftazidima: CAZ; Cefepima: FEP; Ertapenem: ETP; Imipenem: IPM;
Amikacina: AN; Gentamicina: GM; Ac. Nalidixico: NA; Ciprofloxacina: CIP; Tigeciclina: TGC;

Amoxicilina/Ac.clavuldnico: AMC; Ampicilina: AM; Cefuroxima:CXM; Cefuroxima Axetil-CXMa
Trimetropina/Sulfametoxazol: SXT

En la Tabla 22, se observan los patrones de resistencia de E. coli en las muestras
estudiadas de las granja 2. Se observa que aparecen 5 patrones diferentes, siendo el
patron n? 3 el mayoritario. El 47,1% de los E. coli BLEE son resistentes a los B-
lactdmicos (no carbapenémicos) junto a las quinolonas (acido nalidixico y

ciprofloxacina) y el cotrimoxazol.

Tabla 22.- Patrones Resistencia de muestras de cepas de E. coli BLEE Granja N°2

Ne¢ Resistencia Antibioticos Frecuencia %
3 | AMC+AM + CXM + CXMa + CTX + CAZ + FEP + NA + CIP + SXT 8 47.1
2 | AMC+AM + CXM + CXMa + CTX + CAZ + FEP + NA 7 36.8
4 | AMC+AM + CXM + CXMa + CTX + CAZ + FEP 2 10.5
6 | AMC+AM + CXM + CXMa + CTX + CAZ + FEP + GM + NA + CIP + SXT 1 5.3
8 | AMC+AM + CXM + CXMa + CTX + CAZ + FEP + SXT 1 5.3

Total 19 100.0

Amoxicilina/Ac.clavulanico: AMC; Ampicilina: AM; Cefuroxima:CXM; Cefuroxima Axetil-CXMa
Cefoxitina: FOX; Cefotaxima: CTX; ceftazidima: CAZ; Cefepima: FEP; Ertapenem: ETP; Imipenem: IPM;
Amikacina: AN; Gentamicina: GM; Ac. Nalidixico: NA; Ciprofloxacina: CIP; Tigeciclina: TGC;
Trimetropina/Sulfametoxazol: SXT
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En la Tabla 23, se observan los patrones de resistencia de E. coli en las muestras
estudiadas de las granja 3, donde aparecen 5 patrones diferentes, siendo el patrén n2
3 el mayoritario. El 38,1% de los E. coli BLEE son resistentes a los B-lactdmicos (no
carbapenémicos junto a las quinolonas (4cido nalidixico y ciprofloxacina) y el
cotrimoxazol. El patrén n2 1 se repite en el 27,8% de los E. coli BLEE aislados en esta

granja.

Tabla 23.- Patrones Resistencia de muestras de cepas de E. coli BLEE Granja N°3

Ne Resistencia Antibioticos Frecuencia %
3 AMC+AM + CXM + CXMa + CTX + CAZ+ FEP+ NA+ CIP+ SXT 7 38.9
1 AMC+AM + CXM + CXMa + CTX + CAZ + FEP + NA + CIP 5 27.8
2 AMC+AM + CXM + CXMa + CTX + CAZ + FEP + NA 4 22.1
5 AMC+AM + CXM + CXMa +CTX + CAZ + FEP + NA + SXT 1 5.6
8 AMC+AM + CXM + CXMa +CTX +CAZ + FEP + SXT 1 5.6

Total 18 100.0

Amoxicilina/Ac.clavuldnico: AMC; Ampicilina: AM; Cefuroxima:CXM; Cefuroxima Axetil-CXMa
Cefoxitina: FOX; Cefotaxima: CTX; ceftazidima: CAZ; Cefepima: FEP; Ertapenem: ETP; Imipenem: IPM;
Amikacina: AN; Gentamicina: GM; Ac. Nalidixico: NA; Ciprofloxacina: CIP; Tigeciclina: TGC;
Trimetropina/Sulfametoxazol: SXT

En la Tabla 24, se reflejan los patrones de resistencia de E. coli en las muestras
estudiadas en la granja 4. Se encontraron 4 patrones diferentes, siendo el patrén n2 1
el mayoritario. El 44,6% de los E. coli BLEE son resistentes a los betalactamicos no

carbapenémicos junto a las quinolonas (Acido nalidixico y Ciprofloxacina).

Tabla 24.- Patrones Resistencia de muestras de cepas de E. coli BLEE Granja N° 4

Ne Resistencia Antibioticos Frecuencia %
1 AMC+AM + CXM + CXMa + CTX + CAZ+ FEP+ NA+ CIP 15 44.6
2 AMC+AM + CXM + CXMa + CTX + CAZ + FEP + NA 7 25.9
3 AMC+AM + CXM + CXMa + CTX + CAZ + FEP + NA + CIP + STX 3 11.1

4 AMC+AM + CXM + CXMa +CTX + CAZ + FEP 2 7.4
Total 27 100.0

Amoxicilina/Ac.clavulanico: AMC; Ampicilina: AM; Cefuroxima:CXM; Cefuroxima Axetil-CXMa
Cefoxitina: FOX; Cefotaxima: CTX; ceftazidima: CAZ; Cefepima: FEP; Ertapenem: ETP; Imipenem: IPM;
Amikacina: AN; Gentamicina: GM; Ac. Nalidixico: NA; Ciprofloxacina: CIP; Tigeciclina: TGC;
Trimetropina/Sulfametoxazol: SXT
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En la Tabla 25, se observan los patrones de resistencia de E. coli las muestras

estudiadas en la granja 5. Se detectaron 4 patrones diferentes, siendo el patréon n2 1 el

mayoritario. El 68.5% de los E. coli BLEE son resistentes a los betalactdamicos no

carbapenémicos junto a las quinolonas (Acido nalidixico y Ciprofloxacina).

Tabla 25.- Patrones Resistencia de muestras de cepas de E. coli BLEE Granja N2 5

N2 Resistencia Antibioticos Frecuencia %
1 AMC+AM + CXM + CXMa + CTX + CAZ + FEP + NA + CIP 13 68.5
3 AMC+AM + CXM + CXMa + CTX + CAZ + FEP + GM + NA + CIP + SXT 2 10.5
2 AMC+AM + CXM + CXMa +CTX + CAZ + FEP + NA 2 10.5
4 AMC+AM + CXM + CXMa +CTX +CAZ + FEP 2 10.5

Total 19 100.0

Amoxicilina/Ac.clavulanico: AMC; Ampicilina: AM; Cefuroxima:CXM; Cefuroxima Axetil-CXMa
Cefoxitina: FOX; Cefotaxima: CTX; ceftazidima: CAZ; Cefepima: FEP; Ertapenem: ETP; Imipenem: IPM;
Amikacina: AN; Gentamicina: GM; Ac. Nalidixico: NA; Ciprofloxacina: CIP; Tigeciclina: TGC;
Trimetropina/Sulfametoxazol: SXT

En la Tabla 26, se reflejan los patrones de resistencia de E. coli encontrados en la

granja 6. En ésta solo se detectaron 2 patrones diferentes, siendo el patron n2 1 el

mayoritario. El 96,3% de los E. coli BLEE son resistentes a la mayoria de los

betalactamicos junto al Acido Nalidixico.

Tabla 26.- Patrones Resistencia de muestras de cepas de E. coli BLEE Granja N° 6

Ne Resistencia Antibidtico Frecuencia %
1 AMC+AM + CXM + CXMa + CTX + CAZ + FEP + NA + CIP 26 96.3

6 AMC+AM + CXM + CXMa + CTX + CAZ + FEP + NA + CIP + SXT 1 3.7
Total 27 100.0

Amoxicilina/Ac.clavulanico: AMC; Ampicilina: AM; Cefuroxima:CXM; Cefuroxima Axetil-CXMa
Cefoxitina: FOX; Cefotaxima: CTX; ceftazidima: CAZ; Cefepima: FEP; Ertapenem: ETP; Imipenem: IPM;
Amikacina: AN; Gentamicina: GM; Ac. Nalidixico: NA; Ciprofloxacina: CIP; Tigeciclina: TGC;
Trimetropina/Sulfametoxazol: SXT
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En la Tabla 27, se observan los patrones de resistencia de E. coli detectados en la

granja 7. Se encontraron 4 patrones diferentes, siendo el patrén n2 2 y el nimero 4 los

detectados en el 29,6% de los aislados de E. coli BLEE.

Tabla 27.-  Patrones Resistencia de muestras de cepas de E. coli BLEE Granja N° 7
Ne° Resistencia antibiotico Frecuencia | %
2 AMC+AM + CXM + CXMa + CTX + CAZ+ FEP+ NA 8 29.6
4 AMC+AM + CXM + CXMa + CTX + CAZ + FEP 8 29.6
1 AMC+AM + CXM + CXMa + CTX + CAZ + FEP + NA + CIP 7 26.0
5 AMC+AM + CXM + CXMa +CTX + CAZ + FEP + NA + STX 4 14.8

Total 27 100.0

Amoxicilina/Ac.clavulanico: AMC; Ampicilina: AM; Cefuroxima:CXM; Cefuroxima Axetil-CXMa
Cefoxitina: FOX; Cefotaxima: CTX; ceftazidima: CAZ; Cefepima: FEP; Ertapenem: ETP; Imipenem: IPM;

Trimetropina/Sulfametoxazol: SXT

Amikacina: AN; Gentamicina: GM; Ac. Nalidixico: NA; Ciprofloxacina: CIP; Tigeciclina: TGC;

En la Tabla 28, se observan los patrones de resistencia de E. coli detectados en la

granja 8. Se detectaron 4 patrones diferentes. El 53,9 % de los E. coli BLEE son

resistentes a los betalactdmicos no carbapenémicos junto a las quinolonas (Acido

nalidixico y Ciprofloxacina), que corresponde con el patrén de resistencia n? 1.

Tabla 28.- Patrones Resistencia de muestras de cepas de E. coli BLEE Granja N° 8
Ne Resistencia Antibidticos Frecuencia %
1 AMC+AM + CXM + CXMa + CTX + CAZ+ FEP+ NA + CIP 14 53.9
5 AMC+AM + CXM + CXMa + CTX + CAZ + FEP + NA + STX 7 26.9
6 AMC+AM + CXM + CXMa + CTX + CAZ + FEP + GM + NA + CIP 3 11.6
3 AMS+AM + CXM + CXMa +CTX + CAZ + FEP + GM + NA + CIP + SXT 2 7.7
Total 26 100.0

Amoxicilina/Ac.clavulanico: AMC; Ampicilina: AM; Cefuroxima:CXM; Cefuroxima Axetil-CXMa
Cefoxitina: FOX; Cefotaxima: CTX; ceftazidima: CAZ; Cefepima: FEP; Ertapenem: ETP; Imipenem: IPM;
Amikacina: AN; Gentamicina: GM; Ac. Nalidixico: NA; Ciprofloxacina: CIP; Tigeciclina: TGC;

Trimetropina/Sulfametoxazol: SXT
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Resultados

En la Tabla 29, se reflejan los patrones de resistencia de E. coli detectados en la granja

9. Existen 4 patrones diferentes, siendo el patrén n2 1 el mayoritario. El 53 % de los E.

coli BLEE son resistentes a la mayoria de los B-lactdmicos junto a las quinolonas (Acido

nalidixico y Ciprofloxacina).

Tabla 29.- Patrones Resistencia de muestras de cepas de E. coli BLEE Granja N° 9
Ne Resistencia Antibioticos Frecuencia %

1 AMS+AM + CXM + CXMa + CTX + CAZ+ FEP + NA+ CIP 15 60

2 AMS+AM + CXM + CXMa + CTX + CAZ + FEP + NA 7 28

7 AMS+AM + CXM + CXMa + CTX + CAZ + FEP + GM + NA + CIP 1 4

3 AMC+AM + CXM + CXMa + CTX + CAZ + FEP + NA + CIP + SXT 1 4

5 AMC+AM + CXM + CXMa + CTX +CAZ + FEP + NA + SXT 1 4

Total 25 100.0

Amoxicilina/Ac.clavuldnico: AMC; Ampicilina: AM; Cefuroxima:CXM; Cefuroxima Axetil-CXMa
Cefoxitina: FOX; Cefotaxima: CTX; ceftazidima: CAZ; Cefepima: FEP; Ertapenem: ETP; Imipenem: IPM;

Amikacina: AN; Gentamicina: GM; Ac. Nalidixico: NA; Ciprofloxacina: CIP; Tigeciclina: TGC;

Trimetropina/Sulfametoxazol: SXT

En la Tabla 30, se reflejan los patrones de resistencia de E. coli detectados en la granja

10. En esta granja encontramos 4 patrones diferentes, siendo el patrén

mayoritario. El 59 % de los E. coli BLEE son resistentes a los

ne 1 el

B-lactamicos no

carbapenémicos junto a las quinolonas (acido nalidixico y ciprofloxacina).

Tabla 30.- Patrones Resistencia de muestras de cepas de E. coli BLEE Granja N°10

Ne Resistencia Antibidtico Frecuencia %
1 AMC+AM + CXM + CXMa + CTX + CAZ+ FEP+ NA+ CIP 16 59.3
2 AMC+AM + CXM + CXMa + CTX + CAZ + FEP + NA 5 18.5
6 AMC+AM + CXM + CXMa + CTX + CAZ + FEP + GM + NA + CIP + SXT 3 11.1
5 AMC+AMC+AM + CXM + CXMa +CTX + CAZ + FEP + NA + SXT 2 7.4
3 AMC+AM + CXM + CXMa +CTX +CAZ + FEP + NA + CIP + SXT 1 3.7
Total 27 100.0

Amoxicilina/Ac.clavulanico: AMC; Ampicilina: AM; Cefuroxima:CXM; Cefuroxima Axetil-CXMa
Cefoxitina: FOX; Cefotaxima: CTX; ceftazidima: CAZ; Cefepima: FEP; Ertapenem: ETP; Imipenem: IPM;

Amikacina: AN; Gentamicina: GM; Ac. Nalidixico: NA; Ciprofloxacina: CIP; Tigeciclina: TGC;

Trimetropina/Sulfametoxazol: SX
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V.1.
Prevalencia de Enterobacterias productoras
de B-lactamasas de espectro extendido

(BLEE) en muestras de pollos sanos

La enorme diseminacién de cepas de Escherichia coli productor de B-lactamasas de
espectro extendido (BLEE), fundamentalmente de la clase CTX-M, en la microbiota
intestinal de animales sanos, como indican diversos autores, es realmente
preocupante (Dierikx et al., 2010; Randall et al., 2010; Dierikx et al., 2013). Su
evolucién parece haber ido de manera paralela, aunque en una escala muy superior, al
aumento en la deteccién de este tipo de bacterias resistentes en el ecosistema

intestinal de humanos (Leverstein et al., 2011; Dierikx et al., 2013).

Aunque, las primeras descripciones de estas enzimas en cepas clinicas de humanos
datan de finales de los afios ochenta y principios de los noventa (Knothe et al., 1983;
Barquero et al. 1987; Fernandez-Rodriguez et al., 1992a), no ha sido hasta las ultimas
décadas cuando se esta produciendo un importante y “explosivo” aumento de este
tipo de enzimas, asi lo indican diversos estudios realizado fuera de Espafia (Pitout &
Laupland 2008; Peirano et al., 2010; Pitout et al., 2010; Enoch et al., 2012; Lowe et
al., 2013; Korzeniewsk & Harnisz 2013) y en Espafia, tanto a nivel hospitalario (Oteo

et al., 2010) como ambulatorio (Rodriguez-Bafio & Navarro 2008).

El empleo de cefalosporinas de amplio espectro en animales podria ser un factor de
seleccion de bacterias productoras de B-lactamasas de espectro extendido, unido al
sistema de cria intensiva y el hacinamiento al que se ven sometidos con frecuencia los
animales, lo que facilita enormemente, tanto el intercambio de bacterias entre
individuos como el intercambio de genes de resistencia entre bacterias (Leverstein-van

Hall et al., 2011).
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Lo que parece claro es que este tipo de sistema de produccién de ciertos de animales
destinados al consumo humano es idéneo para la diseminacidn de bacterias y de genes
de resistencia entre los animales y que la cepas productoras de BLEE representan una
amenaza desde el punto de vista de Salud Publica, pero también desde el punto de
vista animal (Bonnet et al, 2007; Geser et al., 2012). La capacidad de esta cepa de
extenderse a diferentes especies animales, colonizar y posteriormente penetrar en la
cadena alimentaria ya ha sido documentada, sin embargo el papel de los alimentos
como fuente de contaminacién humana no esta claro. Una estrecha cooperacién
entre los profesionales de la salud y los veterinarios es de vital importancia para
controlar, gestionar y minimizar la propagacion de BLEE asociado al ganado de alli la

importancia del estudio de las BLEE (Ewer et al., 2011).

En nuestro estudio hemos aislado 237 cepas de enterobacterias productoras de B-
lactamas de espectro extendido (BLEE), procedentes de muestras rectales de 261
pollos sanos, lo que supone una prevalencia del 90,8%. La hipétesis inicial presumia
que dichas cepas aisladas deberian ser en su mayoria comensales, ya que en las
granjas objeto de estudio no se habian reportado casos de animales que presentaran

infecciones compatibles con E. coli.

Nosotros recogimos muestras rectales de pollos de 10 granjas avicolas, de diversas
zonas de la isla de Tenerife, todas ellas de cria intensiva. En la imagen se observa una

de las granjas de pollos en la que realizamos la toma de muestras de nuestro estudio.
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Como podemos observar en dicha imagen, en las granjas existia un elevado
hacinamiento de los pollos, lo que favorece la diseminacién de cepas resistentes. Esta
diseminacion estd descrita en diversos estudios (Li et al., 2010; Horton et al., 2011;

Geser et al., 2012).

En la Figura 35, se representa la prevalencia del gen B-lactamasas en las cepas de
Enterobacteriacea (blage) aisladas en muestras rectales de pollo de engorde en

granjas en la Isla de Tenerife-Espafia obtenidas en nuestro estudio.

Figura. 35. Prevalencia del gen (blasLee) aisladas en muestras rectales de pollo

Prevalencia del gen blag  en
Enterobacteriacea aisladas en muestras de
pollos

9%

H blaBLEE H No blaBLEE

Con respecto a las especies aisladas, hemos encontrado como productoras de enzimas
de B-lactamasas de espectro extendido, 237 cepas de la especie Escherichia coli y dos
cepas de Klebsiella pneumoniae. La prevalencia de E. coli BLEE en nuestro estudio fue

muy elevada (90,8%) y la de K. pneumoniae fue muy inferior a la tasa de E. coli (1,1%).

E. coli es la enterobacteria productora de BLEEs que se aisla con mas frecuencia en
humanos y en los animales de granja, especialmente en pollos y también en diversos
alimentos y dentro de éstos en la carne de estas aves. Es una bacteria comensal en los
seres humanos y los animales y tiene una amplia gama de hospedadores. Esta de
forma comun presentes en el medio ambiente y se considera un indicador de la

contaminacioén fecal en los alimentos y el agua. E. coli pueden adquirir, mantener y
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transmitir los genes de resistencia de otros organismos en el medio ambiente (Bonnet
et al., 2009). Debido a su ubicuidad en los seres humanos, los animales y su papel
como un organismo comensal y patdgena, la E. coli se ha convertido en uno de los
microorganismos que son comunmente resistentes a los antimicrobianos (Zhao, et al.,

2012).

Asi, en Espafia en un estudio sobre la importancia de las B-lactamasas de espectro
extendido en animales, Torres & Zarazaga (2007), indicaron que existe una gran
preocupacion por el incremento observado de cepas clinicas portadoras de B-
lactamasas de espectro extendido (BLEE), fundamentalmente en aislados procedentes
de pacientes de la comunidad y por la importancia que estdn adquiriendo ciertos tipos
de B-lactamasas. En la revisidon también indicaron que, mientras que en un principio
Klebsiella era el género que con mayor frecuencia se referia asociado a la presencia de
BLEE, ahora esta teniendo una especial relevancia la especie Escherichia coli con

relacion a este mecanismo de resistencia de las bacterias.

Existen diversos estudios que evalian la prevalencia de Enterobacterias BLEE en
muestras recogidas en pollos sanos vivos tanto en el ambito nacional como el
internacional, comparando los datos de nuestro estudio con los aportados por ellos
en relacién al numero de muestra, en su mayoria, es inferior al nuestro y en algunos

incluyen no sélo muestras recogidas en pollos sino en otros animales.

Uno de los primeros informes de la deteccién de BLEE en los animales productores de
alimentos se realizé en aislados de E. coli recuperados durante el periodo 2000-2001 a
partir de muestras fecales de pollos sanos a nivel de matadero, obtenidos como parte
del programa de vigilancia de la resistencia a los antimicrobianos en Espaina (Brifias et
al., 2003b). En este estudio, de 120 aislados E. coli se obtuvieron 5 cepas productor
de B-lactamasas, obteniendo una prevalencia del 4,2%, muy inferior a la obtenida por
nosotros. En otro estudio realizado en el 2003 por Brifias et al. (2005) encontraron un
aumento en el porcentaje de E. coli productor de BLEE aisladas entre aislamientos
fecales comensales, encontrando una prevalencia muy inferior a la nuestra (10 de 158

aislamientos (6.3%)).
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La tabla 32., refiere la Prevalencia de colonizacion de pollos por E. coli BLEE en

distintos estudios consultados.

Tabla 32. Prevalencia de colonizacién de pollos por E. coli BLEE

Referencia Pais Prevalencia
Briias et al., 2003 Espaina 4.2%
Briias et al., 2005 Espafa 6.3%
Smet et al., 2008 Bélgica 45%
Costa et al., 2009 Portugal 42.1%
Yuan et al., 2009 China 80%

Lietal., 2010 China 67%
Randall et al., 2010 Gran Bretafa 50%
Geser et al., 2011 Suiza 6,3%

Kojima et al., (2005), un estudio en Japdn, realizaron un muestreo para la deteccién de
E. coli BLEE aisladas de distinto animales destinados al consumo humano, refiriendo
gue sélo en las muestras de pollos fue aislado este tipo de bacterias. Ellos sugirieron la
existencia de algun factor ambiental especifico que se encontraba en las granjas de
pollo de engorde y no en las de otros animales, probablemente debido a las
condiciones de hacinamiento que son mayores en los pollos que en los otros animales

de abasto.

En nuestro estudio encontramos que en el 100% de las granjas de pollos muestreadas
fueron positivos en la deteccion de estas cepas multirresistentes. Mesa et al., (2006)
realizaron un estudio sobre la blsqueda de Enterobacteriaceae BLEE en diferentes
ambientes, encontrando que en el 100% de las granjas estudiadas aparecian estas

cepas productoras de BLEE aisladas de muestras de suelo y de materia fecal de los

Rossana Abreu Rodriguez 153



Tesis Doctoral Discusion

animales testados, lo que refleja una expansion global de estas enzimas. Estos estudios
sugieren que la comunidad podria actuar como un reservorio en la diseminacién de
estas cepas comunitarias desde las granjas y que se deberian de tomar las mdaximas

medidas higiénicas para evitarlo.

Smet et al., (2008) en un estudio realizado en 5 granjas de Bélgica encontraron en 489
exudados rectales de pollos una prevalencia total del 45% para E. coli BLEE,
apareciendo variaciones por granjas, oscilando desde un 0% a un 73%, valores todos

inferiores a los encontrados en nuestro estudio.

Costa et al., (2009) realizaron un estudio para determinar la prevalencia de E. coli BLEE
en muestras fecales de pollos de engorde recogidas a nivel de mataderos en Portugal,
encontrando una prevalencia del 42.1% y concluyendo sobre la importancia del
intestino de estos animales como reservorio de este tipo de cepas multirresistentes.

También este estudio presenta valores inferiores a los del nuestro.

Yuan et al (2009) indicaron la importancia de E. coli BLEE como amenaza para la salud
humana y avicola. En este estudio recogieron muestras de 14 granjas avicolas
diferentes en la provincia de Henan en China, entre diciembre de 2007 y agosto de
2008. La prevalencia de E. coli productor BLEE fue del 80%, indicando los autores la

preocupante elevada colonizacién por este microorganismo de los pollos en ese pais.

En otro estudio realizado en China por Li et al., (2010), investigaron la presencia de
cepas BLEE de696 Escherichia coliaislados de pollo durante un largo periodo de
tiempo. Encontraron que estas cepas productoras de B-lactamasas no surgieron hasta
2004 y la tasa de deteccion fue de 18,5% entre 2004 y 2007. Ellos concluyen que la
tendencia al alza de la resistencia a los antimicrobianos y la alta prevalencia de los de
B-lactamasas en E. coli de cepas de pollo, puede atribuirse al uso excesivo de

antibidticos, especialmente B-lactamicos, en la produccién de aves de corral.

También en China, Li et al., (2010) encontraron en muestras rectales de 224 pollos
testados en 6 granjas avicolas, una prevalencia del 67% de E. coli BLEE, indicando que

estos valores son superiores a los encontrados en el mismo estudio en granjas de
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cerdo y dandole una gran importancia a las granjas de pollos como reservorio de estas

bacterias multirresistentes.

Diversos estudios hablan de la diseminacién en Europa de cepas de E. coli BLEE
aisladas en los pollos. Asi, Dierikx et al, (2010), indica el aumento de la prevalencia de

E. coli BLEE, relacionandola con el uso indiscriminado de antibidticos en veterinaria.

Otro estudio de Derikx et al., (2010), describeron un aumento de la prevalencia de
Escherichia coli BLEE en el tracto gastrointestinal de animales sanos productores de
alimentos sanos, en especial pollos, pasando del 3% en 2003 al 15% en 2008 y en 2009,
se detectaron en el 100% de las granjas estudiadas (26 granjas). Estos resultados del

2009 concuerdan con los obtenidos por nosotros con un 100% de granjas positivas.

Randall et al.,, (2010) en un estudio realizado con la finalidad de determinar la
prevalencia de Escherichia coli productor de B-lactamasas de amplio espectro (BLEE)
en las aves en Gran Bretafia, encontraron que el 50% de las muestras de pollo tenian
un crecimiento positivo para estas bacterias resistentes, indicando que este resultado
sugiere un alto porcentaje de colonizacién de estos animales por este tipo de cepas. El

porcentaje es claramente inferior al nuestro.

En este mismo pais, Horton et al., (2011) estudiaron la prevalencia de estos
microorganismos en ganado vacuno, cerdos y pollos, encontrando la mayor
prevalencia, asi como el mayor recuento de estas bacterias en muestras procedentes
de pollos, indicando que es importante determinar el nimero absoluto de bacterias
gue secretan los animales a la hora de realizar los estudios epidemioldgicos para

evaluar los riesgos de transmision de estas bacterias por los alimentos.

Geser et al, (2011) en un estudio realizado en Suiza sobre prevalencia de
Enterobacteriaceae BLEE en distintos animales de granja (vacas, cerdos, ovejas vy
pollos) en 100 granjas diferentes encontraron una prevalencia variable segun el
animal. En los pollos la prevalencia fue del 63,4% muy superior a la encontrada en las
muestras de los otros animales estudiados, pero inferior a la encontrada por nosotros.
Este estudio también indica que la especie mas cominmente aislada fue E. coli, estos

resultados concuerdan con los obtenidos por nosotros. Asi, en el total de animales
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muestreados encontraron 91 cepas de Enterobacterias productoras de B-lactamasas
de espectro extendido: 89 cepas E.coli, 1 cepa Citrobacter youngae y 1 cepa

Enterobacter cloacae.

Esta prevalencia de E. coli BLEE frente al resto de enterobacterias es un fendmeno que
aparece también reflejado en las cepas de origen humano. Asi en un estudio realizado
en Espafia por Garcia-Hernandez et al., (2011) indican que hasta finales de los afios
noventa la mayoria de las BLEE (principalmente de tipo TEM y SHV) se aislaban en
cepas de K. pneumoniae implicadas en brotes nosocomiales, sobre todo en unidades
de cuidados intensivos. Actualmente la atencién se centra en el cambio
epidemioldgico que se esta produciendo en cuanto a los tipos de BLEE mas
prevalentes y su distribucién, con mayor presencia en E. coli procedente del medio
extrahospitalario. Concluyen que en humanos, el principal reservorio de E. coli con
BLEE es el tracto digestivo, y su transmision se facilita por el contacto a través de las
manos, habiéndose descrito transmisidon plasmidica y bacteriana de estas enzimas
entre personas en contacto estrecho, pero también hay que considerar que ciertos
alimentos de origen animal, principalmente en relacidn con las aves de corral, podrian
ser fuente de transmisién de enzimas BLEE al hombre. Esto concuerda por lo descrito

por otros autores (Warren et al., 2008; Smet et al., 2008).

También existen diversos estudios sobre la relacion de E.coli BLEE aislados de animales
para el consumo y las cepas humanas. En Espaiia, Cortés et al, 2010, aislaron y
caracterizaron cepas de Escherichia coli multirresistentes a partir de cepas
potencialmente patdgenas para humanos en muestras rectales de pollo y cerdo en
granjas. En el caso de las muestras rectales de pollo encontraron una alta prevalencia
de cepas E. coli BLEE. Entre los 86 aislamientos de granja, 23(26,7%) tenian dos o mas
genes de virulencia tipicos de E. coli patdgena extraintestinal. De éstos, 20 fueron
aislados de granjas avicolas y sdlo 3 de las granjas porcinas. Cuatro de estos grupos
contenian cepas con dos o mas genes de virulencia. Los resultados hacen especial
hincapié en el riesgo zoondtico que plantea especialmente las granjas de aves de

corral, pero también las granjas de cerdos, como reservorios de E. coli BLEE.
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Existen diversos estudios que hablan del paso de las cepas de los pollos a la carne y de

ésta al hombre.

Leverstein et al., (2011) en Dinamarca realizan un estudio para comparar las cepas de
E. coli BLEE en humanos con la existentes en pollos y muestras de carne de venta al
por menor. Encontraron que el 94% de las muestras de carne de pollo contenian cepas
productoras de BLEE, de los cuales el 39% pertenecian a E. coli con genotipos
presentes en muestras humanas recogidas de hospitales de la zona. Ellos concluyeron
que estos resultados son indicativos de la transmisién de genes de BLEE, plasmidos y
aislados de E. coli de las aves a los seres humanos, muy probablemente a través de la
cadena alimentaria. Los autores indican que si bien en humanos ha existido un
importante control del uso de antimicrobianos, esto no ha ocurrido en veterinaria, de
ahi la elevada aparicidon de estas cepas de origen animal y consideran que la industria
de las aves de corral es un posible reservorio de bacterias Gramnegativas productoras
de BLEE, que pueden ser adquiridos por los seres humanos por manipulacion o el

consumo de carne contaminada.

Johnson et al., (2012) estudiaron las asociaciones entre la resistencia a multiples
farmacos, el pldsmido contenido, y el potencial de virulencia entre el patotipo
Escherichia coli patogénica extraintestinal (EXPEC), las cepas E. coli comensales de
humanos vy las cepas E. coli de aves de corral (Avian Pathogenic Escherichia coli). Ellos
sugieren que la cepas de Escherichia coli aviar, poseen comunmente la capacidad de
resistir a multiples agentes antimicrobianos, y pueden servir como reservorios de
plasmidos de resistencia para Escherichia coli extraintestinales patégena y comensales
en humanos. Concluyen que estos hallazgos sugieren que en E. coli extraintestinales, la
multirresistencia se asocia mads comunmente con plasmidos, y que estos plasmidos se
encuentran con frecuencia en cepas E. coli aviar a partir de los sistemas de produccién

de aves de corral.

Recientemente, Dierikx et al., (2013), realizaron un trabajo cuyo objetivo fue
establecer la prevalencia de E. coli B-lactamasas (BLEE) y AmpC en las granjas de
pollos de engorde y en los agricultores holandeses y comparar las cepas de los

animales con las humanas. Encontraron resultados positivos para todas las granjas y
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un porcentaje de positividad en los pollos del 80% y el 33,3% (6/18) granjeros y 5
aislamientos eran similares genéticamente a los obtenidos en los pollos. Ellos indican
la existencia de una alta prevalencia de aves que transportan E. coli BLEE / AmpCy
una alta prevalencia de E. coli BLEE / AmpC en los granjeros, lo que consideran no es
deseable, debido al riesgo que esto supone para la salud humana y que la investigacién
futura debe centrarse en la identificacion de la fuente de estas cepas en la cadena de
produccién de pollos para hacer intervenciones preventivas cuyo resultado sea la

reduccion de estas cepas.

Bortolaia et al., (2011) realizaron un estudio para evaluar el rango de patogenicidad
de las cepas de E. coli aisladas de pollos y encuentra que el 9% de las aves son
productores de cepas de E. coli BLEE. De éstos, el 21% eran potencialmente patégenas
para las aves de corral, y el 44% pertenecia a cepas previamente aisladas de humanos.
Ellos concluyen que estos hallazgos sugieren que una proporcién moderada de cepas
de E. coli BLEE aislados en las aves son patdgenas para las aves de corral y que el
elevado potencial de patogenicidad de estas cepas es preocupante en la produccion de
aves de corral, ya que al tener un fenotipo de resistencia a multiples farmacos, se ven

limitadas las opciones terapéuticas disponibles para el tratamiento de pollos.

En los ultimos afios existe una gran preocupacion de las autoridades sanitarias del pase
de estas cepas resistentes a través de la cadena alimentaria. La posibilidad de que la
cadena alimentaria sea un vehiculo importante de transferencia de genes de
resistencia al hombre ha sido planteada por distintos autores (Wang et al., 2006), y se
ha sugerido un origen alimentario a la presencia de cepas de E. coli portadoras de BLEE

en la microbiota intestinal de humanos (Prats et al., 2003).

Se han realizado diversos estudios para determinar la prevalencia de Enterobacterias
productoras de B-lactamasas de espectro extendido (BLEE) en carne de pollo y otros
animales de abasto. La mayoria refiere a cepas de E. coli BLEE como la que se aisla con

mas frecuencia de los alimentos.

En un estudio realizado en Alemania por Kola et al., (2011), en un total de 399

muestras de carne de pollo de nueve cadenas de supermercados, cuatro tiendas de
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alimentos organicos y una carniceria en dos regiones geograficas distintas de
Alemania (Berlin y Greifswald) encontraron una prevalencia del 43%, siendo la
mayoria E. coli BLEE. Ellos concluyeron la prevalencia de estas cepas de E. coli
resistentes es elevada en carne de pollo. No encontraron diferencias en la prevalencia
de los E. coli productores de BLEE entre las muestras organicas y convencionales. Ellos
concluyen que la alta tasa de corresistencia a diferentes clases de antibidticos de estas
cepas podria reflejar el uso comun en veterinaria de estas y otras sustancias, y que
seria necesario de forma urgente, evaluar ain mas el papel de las aves de corral en la
transmisiéon de bacterias productoras BLEE altamente resistentes en los seres

humanos.

Doi et al., (2010), comparan la prevalencia de E. coli BLEE de dos ciudades, una
espafiola, Sevilla y otra americana Pittsburgh, encontrando un porcentaje de
colonizacién del 67% (8/12) en la carne de pollos de venta al menor en Sevillay el 85%
(17/20) en Pittsburgh, indicando que la carne de pollo es una fuente potencial de estos

microorganismos.

En un estudio realizado en Alemania por Kola et al., (2011), en un total de 399
muestras de carne de pollo de nueve cadenas de supermercados, cuatro tiendas de
alimentos organicos y una carniceria en dos regiones geograficas distintas de
Alemania (Berlin y Greifswald) encontraron una prevalencia del 43%, siendo la
mayoria E. coli BLEE. Ellos concluyeron la prevalencia de estas resistentes es elevada
en carne de pollo. No encontraron diferencias en la prevalencia de los E. coli
productores de BLEE entre las muestras orgdnicas y convencionales. Ellos concluyen
qgue la alta tasa de corresistencia a diferentes clases de antibiéticos de estas cepas
podria reflejar el uso comun en veterinaria de estas y otras sustancias, y que seria
necesario de forma urgente evaluar aun mas el papel de las aves de corral en la
transmisién de bacterias productoras de BLEE altamente resistentes a los seres

humanos.

Asi Junying et al., (2012), hablan de que cepas productoras B-lactamasas de espectro
extendido (BLEE), se han detectado cada vez mds en los alimentos de origen animal en

diferentes paises desde 2002 y han ganado considerable atencién en todo el mundo.
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Sheikh et al., (2012), realizaron una investigacion en Alberta (Canada) sobre deteccién
de E. coli BLEE en diversos tipos de carnes y encontraron una prevalencia de E. coli

BLEE en carne de pollo del 18%, superior a la encontrada en carne de vacuno.

Park et al., (2012) realizan un estudio en Pittsburgh, USA, donde analizaron diversas
carnes recogidas en carnicerias. Encontraron que la prevalencia de E. coli BLEE fue del

31.8% para la carne de pollo, de 22 muestras analizadas 7 muestras dieron positivas.

Egea et al, (2012) en Sevilla, estudian la colonizaciéon de la carne de pollo en dos
diferentes afos, encontrando que la prevalencia de E. coli BLEE en el habitat de su

estudio va en aumento, desde 62.5% en 2007 a 93.3% en 2010 (p=0.005).

Gregova et al., (2012) realizaron un estudio en un matadero de pollos con la finalidad
de investigar la presencia de cepas de E. coli resistentes a los antibidticos aislados de
bioaerosoles y de superficie en un matadero y relacionarlo como una posible fuente de
contaminacién de la carne de aves de corral. La mds alta contaminacién del aire con
coliformes fue durante la matanza y evisceracién de las aves de corral, revelando la
presencia de BLEE en 43% de los aislamientos de E. coli. Ellos consideran que la
contaminacién ambiental con estas cepas en los mataderos tiene una gran importancia
en la posterior colonizacion de la carne de pollo que posteriormente se va a

comercializar.
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V.2.
Tipos de B-lactamasas de espectro
extendido (BLEE) en muestras de pollos

Sanos

Las infecciones por E. coli de B-lactamasa de espectro extendido (BLEE) en humanos
han experimentado importantes cambios epidemiolédgicos en los ultimos tiempos vy
actualmente la atencidn se centra en el aumento de infecciones y colonizaciones en
pacientes procedentes de la comunidad, sobre todo en relacidon con instituciones
sanitarias, y la mayor incidencia de las B-lactamasas CTX-M (blacrx.m) frente a otros
tipos de BLEE (Garcia-Hernandez et al., 2011). Asi Torres and Zarazaga, 2007, indican
que en la actualidad existe una gran preocupacion por el incremento observado de
cepas clinicas productoras de PB-lactamasas de espectro extendido (BLEE),
fundamentalmente en aislados procedentes de pacientes de la comunidad y por la
importancia que estan adquiriendo ciertos tipos de B-lactamasas, especialmente las
del grupo CTX-M, que estan desplazando a otras predominantes de los tipos TEM o
SHV. Ademas, mientras que en un principio Klebsiella era el género que con mayor
frecuencia se referia asociado a la presencia de BLEE, ahora esta teniendo una especial

relevancia la especie Escherichia coli en relaciéon con este mecanismo de resistencia.

En la actualidad se conocen mas de trescientos tipos de BLEE, que se clasifican en base
a su secuencia aminoacidica, la mayoria de ellas descritas por primera vez en paises
Europeos. Hasta finales de los afios noventa la mayoria de las BLEE (principalmente de
tipo TEM y SHV) se aislaban en cepas de K. pneumoniae implicadas en brotes
nosocomiales, sobre todo en unidades de cuidados intensivos. Hoy en dia, la atencién
se centra en el cambio epidemioldgico que se esta produciendo en cuanto a los tipos
de BLEE mas prevalentes y su distribucién, con mayor presencia en E. coli procedente
del medio extrahospitalario (principalmente en aislamientos de muestras urinarias) y

en relacion con BLEE del tipo cefotaximasas (CTX-M) (Garcia-Hernandez et al., 2011).
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En humanos, el principal reservorio de E. coli con BLEE es el tracto digestivo. También
se ha considerado que ciertos alimentos de origen animal, principalmente en relaciéon
con las aves de corral, podrian ser fuente de transmisidn de enzimas BLEE al hombre

(Smet et al., 2008).

En la Figura 36, se representa la prevalencia de los diferentes tipos de B-lactamasas
CTX-M (blacrx.m) obtenidas en nuestro estudio de los 196 aislados E. coli BLEE. Como
se observa la gran mayoria (45%) fueron del tipo CTX-M.y, como se observa en la

grafica.

Figura 36: Prevalencia de los grupos filogenéticos del gen blacrx-m en nuestro estudio.

Prevalencia de los Grupos filogenéticos de
blacry.ms

HCTX-M-9 EHCTXM-1 HECTX-M-2 HOtras

Torres and Zarazaga (2007) realizan una revisiéon sobre BLEE en animales y su
importancia en la transmisién a humanos. En su trabajo exponen que en 1998 se aislé
la primera bacteria de origen animal portadora de una B-lactamasa de espectro
extendido (BLEE) (Escherichia coli productora de SHV_j,), y desde esa fecha estamos

asistiendo a un alarmante incremento en la deteccion de BLEE, fundamentalmente del
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grupo CTX-M, en cepas de E. coli en animales sanos destinados al consumo humano, y

en menor medida en animales de compaiiia, e incluso en salvajes.

Ellas indican que las BLEE detectadas en E. coli de animales fueron: el 79% del tipo CTX-
M (variantes CTX-M.; CTX.g, CTX.14, CTX 15, y CTX.3; en Europa, y CTX-M_, CTX_3, CTX 43,
CTX 14, CTX-24, y CTX-,7 en Asia), el 15% del tipo SHV (variantes SHV 1, CTX., y CTXs en
Europa), y el 6% del tipo TEM (variante TEM_s; en Europa). En su revisidon exponen que
Las BLEE mayoritarias en E. coli son CTX-M.14, CTX-M_3, siendo en aves la mayoritaria la
CTX-M_14. Concluyen en su estudio que el intestino de animales sanos es un reservorio
de bacterias portadoras de CTX-M, fundamentalmente de E. coli, y no se puede

descartar la posible transferencia al hombre por la cadena alimentaria.

Existen diversos estudios que caracterizan el tipo de B-lactamasa (bla) de espectro

extendido en los E. coli aislados de pollos.

En Espafia, el primer informe de la deteccién de BLEE en los animales productores de
alimentos se realizd en aislados de E. coli recuperado durante el periodo 2000-2001 a
partir de muestras fecales de pollos sanos a nivel matadero obtenida como parte del
programa de vigilancia de la resistencia a los antimicrobianos espafiol (Brifias et al.,
2003b). En ese estudio, 120 aislados de E. coli BLEE se obtuvieron a partir de muestras

fecales. Se detectaron CTX-M.14y SHV 1, en el 1,6% de ellos.

Brifias et al., (2005) en un segundo estudio realizado en el 2003 encontraron un
aumento en el porcentaje de E. coli productoras de BLEE aislados entre aislamientos
fecales de pollos sanos con una mayor diversidad de BLEE detectadas. De los 13 E. coli
aislados, se detectaron enzimas de B-lactamasas de espectro extendido en 10 casos y
en 5 de ellos fueron combinados con blaTEM. 3, destacando la presencia de (TEM._yy,

CTX-M-14, CTX-M.g, CMY_; y SHV.j,).

Jouini et al., (2007), en Tunez, realizaron un estudio para caracterizar las B-lactamasas
de cepas de E. coli aisladas de muestras de animales destinados al consumo humano.
Realizaron estudios en varios animales y dentro de éstos consideraron como un lote

de pollos a un conjunto entre 50 a 60 pollos. En los pollos encontraron, en dos aislados
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de E. coli blacrxm1+ blarem1 Y en otro aislado de pollo blactxm.1a Y blasyvs en otro

aislado.

Yuan et al., (2009) realizan un estudio sobre E. coli productores de B-lactamasas (BLEE)
en 14 granjas avicolas diferentes de la provincia de Henan en China, entre diciembre
de 2007 agosto de 2008, determinaron la caracterizacién molecular de los genes
blagee relacionados, incluyendo blarewm, blasyy y blacrxm. Treinta y uno (31) de los 51
aislamientos fueron positivos para un fenotipo BLEE y 29 de estas cepas eran
portadoras de una o mas genes bla. Veinte y dos aislamientos genes albergaban bla
TEM y 15 aislamientos s tenian genes blacrx.m, uno CTX-M.14, tres CTX-M_4 11 de CTX-
M_s. Todas las cepas que albergaban blacrxm24 Y blacrxm1a Y cinco de la blacrx-v-es
también aislaron el gen blatem.1. Estos autores consideran que es alarmante la elevada

prevalencia de genes de resistencia en los pollos de China.

En este mismo pais, Li et al, (2010) encontraron en pollos, que dhe 56 cepas
productoras de BLEE, 54 aislamientos contenian B-lactamasas de tipo CTX-M
incluyendo blacrx.m-1a (n = 24), blacrx-m-es (N = 13), blacrx-m-ss (n = 10), blacrx-m-24 (n = 3),
blacrxms (N = 2), blactxm-1s (n = 1), y blactxmeas (n = 1). Entre los 54 aislados de E. coli
gue contiene blactx.m, se identificaron 11 grupos de PFGE y 42 patrones de PFGE.
Concluyen que sus datos demuestran que el pollo se ha convertido en un importante

reservorio de blacrx.m en China.

Geser et al., (2011), en un estudio realizado en Suiza sobre prevalencia de
Enterobacteriaceae BLEE encontraron que en pollos fue del 63,4%, el analisis de PCR
revelo que el 71% de estas cepas eran CTX-y.1. En la Figura xx se observa la prevalencia
de los diferentes genes blag e encontrados en enterobacterias aisladas a partir de

muestras fecales de pollos de granja en este estudio. Figura37.
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Figura 37. Prevalencia de genes de diferentes blasLee aisladas en muestras rectales de
pollos de granja en Suiza. Fuente: Geser et al. BMC Veterinary Research 2012
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Levestein et al, (2011) en Holanda realizaron un estudio para relacionar cepas
aisladas de pacientes con las de pollos sanos de y de carne de pollo. Encontraron que
los tipos de cepas en los pollos eran bla crx.m-1 €n el 49% de las muestras, blarem.s, en
el 29%, blasyy, en el 11%, blacrym2 en el 9 % y blatgmo en el 3%. Estas mismas -
lactamasas las encontraron en carne de pollo y en humanos pero en porcentajes
diferentes. También concluyen que el 19% de E. coli BLEE encontrados en los pollos

son coincidentes con los de los pacientes.

Existen algunos estudios sobre el tipo de BLEE procedentes de E. coli aislados en carne
de pollo. Asi, Egea et al., (2012) en un estudio realizado en Espafa, en dos periodos
de tiempo 2007 y 2010 sobre la prevalencia y caracteristicas de las BLEE de E. coli
aisladas de carne de pollos. Ellos encuentra una alta prevalencia de E. coli BLEE. Los
tipos de BLEE encontradas con mas frecuencia fue SHV.,, aunque existié una
disminucion de la prevalencia desde 2007 a 2010, sin embargo, el tipo CTX-M se

habia incrementado en el periodo de tiempo estudiado.

Doi et al.,, (2010) comparan la prevalencia de E. coli BLEE de dos ciudades, una
espafiola, Sevilla y otra americana Pittsburgh, y estudian el tipo de BLEE. Ellos

encontraron que los tipos mas frecuente eran CTX-M y SHV, indicando que la mitad de
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los aislados de E. coli de la carne de pollo pertenecian a grupos filogenéticamente

asociados a E. coli extraintestinales muy virulentos.

El referido estudio de Leverstein-van Hall et al., (2012) Realizado en muestras de
carne de pollo encontraron las siguientes B-lactamasas: blactx.m1 en el 49%, que
también fue la de mayor prevalencia en las muestras de pollos y en las humanas,
blaremsz en el 26%, blasyy.1; en el 16%, ésta no fue encontrada en pollos pero si en

humanos, blasyy.; en el 4%, blacry.m-2 en el 4%y blateym.o en el 1% de las muestras.
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V. 3.
Resistencia de Enterobacterias productoras
de B-lactamasa de espectro extendido

(BLEE) aislados en muestras de pollos

El uso de antimicrobianos en animales productores de alimentos crea una importante
fuente de bacterias resistentes a los antimicrobianos que pueden extenderse a
los seres humanos a través del suministro de alimentos.

Los antibidticos pueden ser utilizados en la producciéon animal con fines terapéuticos,
para el tratamiento de enfermedades o con fines profilacticos, como control y
prevencion y esta practica es importante cuando no es posible tratar a los animales de
forma individual (Torres & Zarazaga, 2007). Estas son las condiciones que se dan con
frecuencia en las granjas avicolas de cria intensiva de las aves.

La mejora de la gestion del uso de antimicrobianos en los animales productores de
alimentos, en particular la reduccién del uso de los que son considerados como “ muy
importante" para la medicina humana, es un paso importante para la preservacion de
los beneficios de los antimicrobianos para los humanos. En Europa, desde 1998, esta
prohibido los antibidticos como aditivos en los piensos como promotores de

crecimiento en los animales destinados al consumo (Torres & Zarazaga, 2007).

El uso de avoparcina, bacitracina-zinc, espiramicina, virginiamicina y fosfato de tilosina
como aditivos para piensos de animales fue prohibido en la Unién Europea en 1998.
En otros paises, el nimero de antibidticos disponibles para su uso en las dietas de las
aves de corral se encuentra restringido. Los antibidticos se han utilizado en las dietas
de las aves de corral durante muchos afios como proteccién contra los patégenos vy las
enfermedades subclinicas y por el consiguiente aumento del crecimiento. La
eliminacion de esta medida preventiva ha tenido serias repercusiones en la
productividad de las aves y ha impulsado un considerable esfuerzo de investigacidon

cuyo objetivo es encontrar posibles alternativas a los antibidticos, como los probidticos
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qgue proporcionan especies benéficas como lactobacilos y los estreptococos, las
proteinas y péptidos antimicrobianos (Lisozima, lactacin), que previenen el crecimiento

de bacterias patégenas.

En nuestro estudio las muestras rectales estudiadas proceden de pollos sanos cuya

alimentacion no contiene ninguna sustancia antimicrobiana en su composicién.

El estudio de la resistencia antimicrobiana de estas cepas refleja que los 196 aislados
que presentaron un perfil de enterobacterias productoras de B-lactamasa de espectro
extendido (BLEE), muestran resistencia a algunos de los antimicrobianos testados. No
se observo resistencia a carbapenémicos ni a las combinaciones de B-lactdmicos con
inhibidores de B-lactamasas en aislados de E. coli ni en K. pneumoniae. Sin embargo
hemos encontrado resistencia, al resto de B-lactamicos (100%). En aislados de E. coli
se evidencio resistencia a la gentamicina (6,75%), al cotrimoxazol (24,1%), a las
quinolonas (ac. nalidixico) en un porcentaje muy elevado del 92,4% vy a ciprofloxacino
en un 65,4%. De tres aislados de K. pneumoniae, uno evidencio resistencia simultanea
a quinolonas y a fluoroquinolonas. En la Figura 38, se aprecia la frecuencia de
resistencia en porcentaje observada en E. coli aislados en nuestro estudio frente a

diferentes grupos de antimicrobianos testados.

Figura 38. Porcentaje de Resistencia Antimicrobiana en E.coli BLEE

10p% 92,40%
65,40%
6.75% . 24,10%
— I
H B-lactamicos no carbapenémicos H Gentamicina
H Ac. Nalidixico H Ciprofloxacino
4 Trimetropin/Sulfa
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En las cepas de E. coli BLEE se obtuvieron 8 patrones de resistencia diferentes (Tabla
32). El mas frecuente fue la resistencia a los antibidticos B-lactdmicos no
carbapenémicos junto a las quinolonas, acido nalidixico y ciprofloxacino. Este patrén
de resistencia aparecio en el 47,3% de los E. coli BLEE de nuestro estudio. Si
especificamos segln granja, este patrén de resistencia aparece en todas las granjas

muestreadas con excepcion de la niUmero 2.

Tabla 32. Patrones de resistencia Antibioticos

Ne° Patrones de resistencia Antibioticos Frecuencia %
1 AMC+AM + CXM + CXMa + CTX + CAZ + FEP+ NA+ CIP 112 47.3
2 AMC+AM + CXM + CXMa + CTX + CAZ + FEP + NA 49 20.7
3 AMC+AM + CXM + CXMa + CTX + CAZ + FEP + NA + CIP + SXT 27 11.4
4 AMC+AM + CXM + CXMa + CTX + CAZ + FEP 15 6.3
5 AMC+AM + CXM + CXMa + CTX + CAZ + FEP + NA + SXT 15 6.3
6 AMC+AM + CXM + CXMa + CTX + CAZ + FEP + GM + NA + CIP + SXT 12 5.0
7 AMC+AM + CXM + CXMa + CTX + CAZ + FEP + GM + NA + CIP 4 1.7
8 AMC+AM + CXM + CXMa + CTX + CAZ + FEP + SXT 3 1.3

Total 237 100.0

Amoxicilina/Ac.clavuldnico: AMC; Ampicilina: AM; Cefuroxima:CXM; Cefuroxima axetil-CXMa
Cefoxitina: FOX; Cefotaxima: CTX; ceftazidima: CAZ; Cefepima: FEP; Ertapenem: ETP; Imipenem: IPM;
Amikacina: AN; Gentamicina: GM; Ac. Nalidixico: NA; Ciprofloxacino: CIP; Tigeciclina: TGC;
Trimetropina/Sulfametoxazol: SXT

El patrén de resistencia que incluye mas antibiéticos fue el numero 6, que contiene la
resistencia a los antibiéticos B-lactamicos no carbapenémicos junto a las quinolonas,
acido nalidixico y ciprofloxacino ademads a la gentamicina y cotrimoxazol. Este patrén
de resistencia aparece en el 5% de los aislados de E. coli BLEE. Si consideramos por
granja, este patron que incluye resistencia a 10 de los antimicrobianos aparece en el

50% de las granjas.

La aparicidn de la resistencia a los antimicrobianos de cepas de origen animal y mas

concretamente de E. coli BLEE tiene importantes implicaciones para la salud publica.
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El nivel de resistencia a los antimicrobianos de E. coli representa un indicador util de la
difusién de la resistencia en poblaciones de bacterias y de la presidén selectiva
impuesta por los antimicrobianos utilizados en el tratamiento de los seres humanos vy
de animales productores de alimentos (Sgrum et al., 2001; Scott et al., 2005; Alhaj et

al., 2007).

Sdenz et al., (2001), demostraron que la frecuencia de resistencia a diferentes agentes
antimicrobianos en E. coli diferian de acuerdo a la fuente de los aislamientos. Los E.
coli aislados de voluntarios humanos sanos presentaban una resistencia del 16% y 8% a
la ciprofloxacino y gentamicina respectivamente, mientras que los E. coli aislados de
pollos de engorde presentaban una resistencia mayor a la ciprofloxacino (CIP) (38%) y
gentamicina (GM) (40%). Nosotros encontramos resistencias a estos dos antibioticos
en porcentajes, superior en el caso de la ciprofloxacino e inferior para el antibiético

gentamicina.

Kikuvi et al., 2007, informaron de que E. coli aislados de pollo tenian mayor resistencia

gue E. coli aisladas de cerdos y ganado vacuno.

Geser et al., (2012), encuentraron en Suiza que de 62 cepas productoras de E. coli
BLEE, aisladas de muestras rectales de pollo: 51 eran resistentes a tetraciclina
(82.3%), 37 a cotrimoxazol (59,7%), 24 a acido nalidixico (38.7%), 6 a aminoglucésido
(9.7%), 2 a cloranfenicol (3.2%), 4 a ciprofloxacino (6.5%) y ninguna de las cepas
analizadas fue resistente a imipenem. Nosotros encontramos porcentajes de
resistencia superiores en el caso de la ciprofloxacino y acido nalidixico e inferiores

para la gentamicina y cotrimoxazol.

En China, Li et al., (2010), encuentran que de 56 cepas productoras de BLEE, 54
aislamientos contenian B-lactamasas del tipo CTX-M de distintos tipos. Encontraron
gue mas de tres cuartas partes de las cepas productoras de BLEE en pollo también eran
resistentes a la ciprofloxacino, porcentaje algo superior al obtenido por nosotros del

65,4%.
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Kola et al., (2012), estudiaron en carne de pollo la resistencia a diversos
antimicrobianos de E. coli, encontrando que el 73,0% eran resistentes a la tetraciclina,

el 35,7% a cotrimoxazol y el 7,6% a la ciprofloxacino.

Varios estudios han mostrado que la resistencia a los antimicrobianos de las cepas de
E. coli aisladas en infecciones humanos fueron causadas por cepas de origen animal y
gue esos agentes infecciosos albergaban los mismos genes de resistencia méviles que

los aislados de diversas fuentes animales.

Asi, Johnson et al., (2006) realizaron una comparacién molecular y epidemiolégica, en
Barcelona, Espafa (1996-1998), de 117 aislados de E. coli contemporaneos,
geograficamente coincidentes, algunos procedentes de seres humanos (35
aislamientos de sangre y 33 de heces) y de los pollos (49 de heces). Algunos eran
susceptible (n = 57) y otros resistentes (n = 60) a ciprofloxacino y los analizaron para
conocer su grupo filogenético, el genotipo de virulencia y antigenos O utilizando ADN
polimdrfico amplificado al azar (RAPD) y electroforesis en gel con campo pulsado
(PFGE). Sus resultados indicaron que los aislados humanos resistentes eran distintos a
los de cepas humanas susceptibles, pero fueron en gran parte indistinguibles de los
aislamientos de pollo, mientras que los aislados de pollo resistentes y susceptibles
fueron similares. Las cepas humanas susceptibles contenian mas genes asociados con
la virulencia y con mas frecuencia expresan virulencia asociada a antigenos O que lo
gue lo hicieron las cepas humanas resistentes o cualquier aislamientos de pollo.

Ciertas cepas humanas resistentes parecian mucho a los aislados de pollo.

En otro estudio de Johnson et al., (2007), este realizado en USA, investigaron E. coli
multirresistentes aislados de seres humanos y de aves de corral (pollos y pavos) en
Minnesota y Wisconsin y demostraron mediante estudios filogenéticos y de
marcadores de virulencia, que los aislados resistentes a los antimicrobianos de los
seres humanos eran muy similares a los de las aves de corral, mientras que los

aislados susceptible a los antimicrobianos de humanos eran totalmente diferentes a
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los de las aves de corral. Los investigadores llegaron a la conclusion de que algunos E.
coli resistentes aislados de los seres humanos pueden tener su origen en las aves de
corral, mientras que las cepas de E. coli resistentes aisladas de aves de corral era
probable que se obtuvieron a partir de cepas de E. coli susceptibles de las aves de

corral y que habian adquirido genes de resistencia.

Un estudio similar llevado a cabo por Vieira et al., (2011), mostraron que la resistencia
de E. coli aisladas muestras sanguineas humanas, estaba altamente correlacionada
con la resistencia en E. coli aisladas de muestras de aves de corral y de cerdos. El
estudio apoya la hipdtesis de que una gran proporcién de cepas de E. coli resistentes
que causan infecciones del torrente sanguineo en los seres humanos pueden ser de

origen alimentario.

Johnson et al., (2012) realizan un estudio para buscar las asociaciones entre la
resistencia a multiples farmacos, contenido plasmido, y el potencial de virulencia entre
E. coli patogena extraintestinal y comensal en humanos y aves de corral. Ellos
concluyen con la evidencia que estas cepas multirresistentes de E. coli se han
extendido entre las aves de corral y que estan asociadas a la adquisicion de plasmidos

de conjugacion.
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1. Los pollos analizados en nuestro estudio tienen una elevada prevalencia de
colonizacidn por Enterobacterias productoras de B-lactamasas de espectro

extendido, superior a los estudios consultados.

2.  La mayoria de los aislados productores de B-lactamasas de espectro extendido
pertenecen a la especie Escherichia coliy en un pequeno porcentaje a Klebsiella
pneumoniae, lo que concuerda con los estudios actuales realizados en animales

y en humanos.

3. Todas las granjas aviares de nuestro estudio fueron positivas para la deteccién
de Escherichia coli productor de BLEE, siendo todas ellas de sistema de

produccién intensivo.

4. No se ha encontrado ninguna cepa portadora de la resistencia a

carbapenémicos.

5. Se observd en las cepas aisladas de E. coli BLEE, 8 patrones de resistencia
antibidtica diferentes, siendo el patrén mayoritario el de resistencia conjunta a

los B-lactamicos, con excepcion de los carbapenémicos, junto a las quinolonas.

6. En todas las granjas estudiadas se aislaron cepas de Escherichia coli BLEE con

varios patrones de resistencia antibidtica diferentes.

7. Se observd en las cepas aisladas de K. pneumoniae BLEE, 2 patrones de
resistencia antibidtica diferentes, siendo el patron mayoritario el de resistencia
conjunta a los B-lactamicos, con excepcidn de los carbapenémicos, junto a las

guinolonas.

8. La relacién clonal del total de aislados de E. coli BLEE de este estudio,
establecida por Electroforesis en gel de Campo Pulsante (PFGE), evidencié una
gran variabilidad genética dentro de los aislados, obteniéndose 44 patrones de

bandas diferentes segun los criterios de Tenover.
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10.

11.

12.

La relacidn clonal establecida por PFGE de este estudio, evidencié una gran
variabilidad genética dentro de los aislados de K. pneumoniae, obteniéndose 2

patrones de bandas diferentes segun los criterios de Tenover.

El tipo molecular de B-lactamasa encontrado con mayor frecuencia fue la
enzima CTX-M (blactx.m). Dentro de esta enzima blacrx.m se ha encontrado con

mayor frecuencia las pertenecientes al grupo blacrx.m-9y al grupo blacry.m-1.

La prevalencia de E. coli BLEE encontrada es muy elevada y dado que pueden
actuar como reservorio de estos microorganismos a nivel comunitario, es
necesario que se aumenten las medidas de deteccidén y control en origen de

este microorganismo.

Se requieren estudios para analizar todos los factores que pueden estar
contribuyendo a esta elevada prevalencia de bacterias productoras de pB-
lactamasas de espectro extendido en los pollos vivos de las granjas estudiadas,
con el objetivo de controlar, si es posible, la seleccidén y diseminacion de esta

resistencia.
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