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1. El orden Enterobacterales

El orden Enterobacterales es un amplio grupo de bacilos gram negativos de gran
importancia clinica que ha sido recientemente clasificado, y que incluye siete nuevas familias:
Erwiniaceae, Pectobacteriaceae, Yersiniaceae, Hafniaceae, Morganellaceae, Budviciaceae y

Enterobacteriaceae (Munson & Carroll 2019).

Los miembros de la familia Enterobacteriaceae son aerobios/anaerobios facultativos,
con forma de bacilos o cocobacilos, con un tamafio que oscila entre 0,3-1 pm por 0,6-6 pm. No
forman esporas y son méviles por flagelos peritricos, excepto los géneros Klebsiella y Shigella
que carecen de ellos. Tienen requerimientos nutricionales simples, fermentan la glucosa con o
sin produccion de gas, reducen los nitratos a nitritos, son oxidasa negativa (a excepcion del
género Plesiomonas) y catalasa positiva. Una importante caracteristica taxondmica que
diferencia los diversos géneros de enterobacterias es el tipo y la proporcién de productos
producidos por la fermentacidon de la glucosa. Se pueden distinguir dos amplios perfiles: la

fermentacidn acido mixta y la fermentacion butanodidlica (Madigan et al. 2009).

Como las enterobacterias estan muy relacionadas genéticamente, su identificacion a
menudo presenta considerable dificultad. En los laboratorios su identificacidon se basa en una
serie de diferencias metabdlicas reflejadas en diferentes pruebas bioquimicas, ya que la
morfologia de las colonias es muy similar. Ademas, se han desarrollado un conjunto de medios
de cultivo selectivos y diferenciales que permiten distinguir entre diversos géneros de
enterobacterias en funcién de a alguna de sus propiedades, como, por ejemplo, su capacidad
de fermentar la lactosa, que es una caracteristica tipica de las bacterias comensales del

intestino humano y atipica en las bacterias patégenas.

La pared celular de las enterobacterias, al igual que en otras bacterias gram negativas,
estd compuesta por una estructura multilaminar: la membrana interna o citoplasmatica y la
capa mas exterior o membrana externa. Entre ellas se encuentra el peptidoglicano y el espacio
periplasmico, que contiene diversas enzimas hidroliticas y proteinas implicadas en la sintesis y
el transporte de sustratos. En las bacterias gram negativas la mayor parte de la pared celular
esta representada por la membrana externa. Esta capa es una segunda bicapa lipidica, pero a
diferencia de la membrana interna, no esta compuesta sélo por fosfolipidos y proteinas, sino
que contiene polisacaridos. Los lipidos y los polisacdridos estan unidos en la membrana
externa y se presentan formando un complejo: el lipopolisacarido (LPS). La proporcion lipidica

del LPS es la regién mas interna y se conoce como lipido A, el cual es una endotoxina formada

15



Introduccion

por acidos grasos insaturados. La region de polisacaridos la forman el nucleo o core y la
denominada polisacarido especifico O, que es la regién hidrofilica y, por tanto, la mas externa.
El polisacdrido O estd unido al ndcleo y consta de una secuencia repetitiva de azucares, cuyas
variaciones son las responsables de la especificidad del antigeno somatico O e influye en la

virulencia de estas bacterias.

La membrana externa de las bacterias gram negativas es relativamente permeable a
pequefias moléculas pese a su composicidon de bicapa lipidica. Esto se debe a la presencia de
unas proteinas transmembrana llamadas porinas, que actian como canales para la entrada y
salida de sustancias hidrofilicas de bajo peso molecular. Las porinas inespecificas forman
canales rellenos de agua a cuyo través puede pasar cualquier tipo de sustancia pequefa. Por el
contrario, las porinas especificas contienen una zona de unién para un determinado tipo de
sustancia. Las porinas tienen tres subunidades idénticas. Cada proteina que forma la porina
contiene un canal, y ademas se disponen de forma que queda un pequefio agujero central de
cerca de 1 nm de didmetro en la membrana externa por el que las sustancias muy pequefias

pueden pasar.

La mureina o peptidoglucano es otro componente esencial de la pared celular. Frente a
las bacterias gram positivas en las que constituye cerca del 90% de su estructura, en las
bacterias gram negativas sélo representa cerca del 10% del total de la pared celular. El
peptidoglucano se encuentra comprendido con el espacio peripldsmico, entre la membrana
interna y la externa. Es un polisacarido formado por repeticiones de una unidad disacarida, N-
acetil-glucosamina (NAG), unida mediante un enlace glucosidicoB-1,4 al acido N-acetil-
muramico (NAM).De este ultimo cuelga un pequefio grupo de aminodcidos que incluye L-
Alanina, D-Glutamico, meso-diaminopimélico (DAP) y D-Alanina. Estos tetrapéptidos se unen
entre si mediante enlace peptidico directo (entre D-Ala terminal de una cadena con m-DAP de
otra cadena). Estas uniones cruzadas refuerzan la estructura proporcionandole rigidez y

resistencia a la pared celular.

Las enterobacterias tienen una estructura antigénica compleja. Ademas del antigeno
somatico O, las cepas moviles tienen unas proteinas (las flagelinas) que se localizan en los
flagelos y constituyen el antigeno flagelar H. En las cepas capsuladas, los antigenos K son
termolabiles y constituyen una barrera defensiva disminuyendo la capacidad de los
anticuerpos para unirse a la bacteria, por tanto, son un factor de virulencia fundamental. Un
método de clasificacion muy importante en estas bacterias es la basada en la determinacién

serotipica de estos tres tipos de antigenos.
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1.1. Epidemiologia

Algunos miembros de la familia Enterobacteriaceae forman parte de la microbiota
comensal del tracto intestinal del ser humano y de los animales, asi como de otros nichos
ecoldgicos del medio ambiente como el agua, el suelo y la vegetacion. Las enterobacterias que
colonizan al hombre forman parte en su mayoria de la flora gastrointestinal, pero debemos

recordar que su proporcién relativa en la flora coldnica es inferior al 0,1% (Eckburg 2005).

Con excepcién de los géneros Salmonella y Shigella que poseen capacidad patdgena
primaria, las enterobacterias son parte de la flora normal o ambientales, pudiendo actuar
como patdgenos potenciales y dar lugar a infecciones oportunistas cuando aparecen en el
huésped factores que predisponen a dicha infeccion. Entre los multiples factores

predisponentes, podemos distinguir dos tipos:

e Locales: son los que facilitan la penetracién microbiana por rotura de las barreras
mucocutaneas como, por ejemplo, heridas quirdrgicas o traumadticas, quemaduras,
sondajes, drenajes y catéteres, asi como la presencia de material protésico y algunas
maniobras diagndsticas o terapéuticas (intubacion).

e Generales: debidos a la alteracidn directa o indirecta del sistema inmune como sucede
en algunas enfermedades crénicas o sistémicas, pacientes neoplasicos,
inmunosupresion y edades extremas por falta de madurez (neonatos) o disfuncion

(ancianos) inmunitaria.

Por ello, las enterobacterias son uno de los principales agentes etiolégicos en las
infecciones nosocomiales y asociadas a cuidados sanitarios. Las infecciones nosocomiales se
pueden definir como infecciones adquiridas durante la estancia en un hospital, que no estaban
presentes en el periodo de incubacidon ni en el momento del ingreso del paciente. Las
infecciones nosocomiales ocasionan una elevada mortalidad, prolongan la estancia

hospitalaria y aumentan los costes asistenciales.

Los datos del Estudio de Prevalencia de las Infecciones Nosocomiales en Espafia en el
contexto del European Prevalence Survey of Healthcare Associated Infecions and Antimicrobial
Use en 2017 (EPINE-EPSS 2017) muestran que las enterobacterias son los microorganismos
que con mas frecuencia se aislan tanto en las infecciones nosocomiales como en las

comunitarias (Figura 1 ).
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Distribucion de los microorganismos aislados en las
infecciones nosocomiales segun grupos (%)
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Figura 1.- Distribucion de los microorganismos aislados en las infecciones comunitarias y
nosocomiales segun grupos

El motivo por el que las infecciones por enterobacterias son tan frecuentes en el
ambito hospitalario se debe en parte a la rapidez con que algunas enterobacterias colonizan,
ademas del tracto gastrointestinal, la nasofaringe, independientemente de la administracion
de antibidticos (Pérez Guerrero et al. 2014). A nivel hospitalario, se ha observado que los
pacientes con estancias hospitalarias prolongadas tienen mas riesgo de sufrir infecciones por
enterobacterias. E. coli y K. pneumoniae son las responsables de un nimero importante de
estas infecciones, favorecidas por el uso de técnicas de diagndstico y/o terapéuticas invasivas,
la presencia de dispositivos que alteran las barreras mucosas, tratamientos antibidticos
inadecuados y presencia de un mayor nimero de comorbilidades (Lautenbach et al. 2001). En
las Unidades de Cuidados Intensivos (UCI) se detecta una incidencia notable de infecciones por

enterobacterias, asi como por BGN no fermentadores, favorecidos fundamentalmente por la
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presion antibidtica de amplio espectro y por el empleo de ventilacién mecédnica y otras
técnicas invasivas (Harris et al. 2007). El informe del Estudio Nacional de Vigilancia de Infeccién
Nosocomial en los Servicios de Medicina Intensiva (ENVIN 2017) de 2017 recoge una incidencia

de infecciones producidas por enterobacterias en estos Servicios de un 40,15% del total.

Otro grupo de riesgo relacionado con el anterior esta formado por aquellos enfermos
qgue sufren las denominadas infecciones asociadas a cuidados sanitarios, propias de las
residencias de ancianos, centros de didlisis, pacientes con hospitalizacién reciente, etc. En ellos
se detectan infecciones de adquisicion comunitaria, pero con un espectro microbiolégico
mixto entre la hospitalaria y la comunitaria, debido al uso de tratamientos parenterales y

disrruptores de barrera (Hilty et al. 2012).

Las enterobacterias forman parte de la microbiota comensal del tracto digestivo en
individuos sanos. La colonizacién por enterobacterias multirresistentes constituye un
importante reservorio que facilita su mecanismo de transmision (Gagliotti etal. 2013) y en
algunos estudios se ha relacionado la colonizacién por enterobacterias productoras tanto de
BLEEs como de carbapenemasas con un mayor riesgo de infeccidn por éstas, incluso de 50
veces mas, en pacientes ingresados en UCI (Dickstein et al. 2016; Detsis et al. 2017). Un factor
de riesgo importante en los pacientes que estan colonizados por estas enterobacterias
multirresistentes es el haber recibido tratamiento antibidtico en el mes previo con algun -
lactdmico pero, curiosamente, no solo con carbapenems, sino también con otros B-lactamicos
como cefalosporinas e incluso otras familias de antibiéticos como quinolonas (Palacios-Baena

et al. 2016).

Se han realizado diferentes estudios para evaluar los porcentajes de colonizacién por
enterobacterias multirresistentes en pacientes ingresados en UCI, describiéndose tasas de
hasta un 14,4%, siendo la mayor parte de ellas productoras de BLEEs (Padilla-Serrano et al.
2018). Estas cifras de prevalencia disminuyen si nos centramos en aislados productores de
carbapenemasas, donde se describen tasas entre un 1,5y 2,5% en pacientes ingresados en los
Servicios de UCI en la Comunidad de Madrid (Jesus Oteo et al. 2015) y del 4% en pacientes

hospitalizados cuyos ingresos son de larga duracién (Ruiz-Garbajosa et al. 2016).
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2. Antibidticos frente a Enterobacterias

2.1. Antibidticos B-lactamicos

Los antibidticos B-lactamicos constituyen la familia mas numerosa de antimicrobianos
y la mas empleada en la practica clinica. No solo poseen una gran eficacia terapéutica, sino que
ademas no son téxicos para el hombre debido a que actian blogqueando las enzimas

biosintéticas del peptidoglucano, las cuales estdn presentes solo en las células bacterianas.

Son agentes bactericidas que producen su efecto a través de dos mecanismos:
inhibicidn de la sintesis de la pared bacteriana e induccidn de la autolisis bacteriana. La ultima
fase de la sintesis de la pared bacteriana consiste en la formacién de los tetrapéptidos a partir
de los pentapéptidos precursores, mediante el enlace peptidico directo y la pérdida de uno de
los aminoacidos terminales. Esto lo llevan a cabo unas transpeptidasas que se localizan en el
espacio periplasmico. El anillo B-lactdmico presenta una similitud estructural con la regién del
pentapéptido a la que se unen estas enzimas (el extremo D-Alanina-D-Alanina), de forma que
bloquean este paso ya que se unen covalentemente a ellas e impiden la formacidn de la pared
celular. Es por eso que estas enzimas se llaman también PBP (penincilin blinding protein -
“proteina ligada a la penicilina”) (Suarez & Gudiol 2009). Este efecto se ve incrementado por la
accion de unas autolisinas, que destruyen determinadas zonas del peptidoglucano para
permitir el crecimiento celular, provocando la lisis de la bacteria. Las cepas que carecen de
autolisina inhiben su crecimiento en presencia del B-lactdmico, pero no se destruyen

completamente.
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Figura 2.- Semejanza estructural entre la molécula de B-lactdmico y D-Alanina-D-Alanina
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Los antibidticos B-lactdmicos se caracterizan por la presencia del anillo B-lactdmico, el
cual define quimicamente a esta familia. Este anillo es el que determina el mecanismo de
accion (inhibe la sintesis de la pared celular), la escasa toxicidad (ya que actua bloqueando las
enzimas biosintéticas del peptidoglucano, que se encuentra solamente en la pared de las
células bacterianas) y el principal mecanismo de la resistencia (las B-lactamasas). Sin embargo,
para que el antibidtico sea activo, es necesario que esté unido a otros radicales, obteniendo
diferentes propiedades en el compuesto resultante. Esto da lugar a diferentes grupos de B-
lactdmicos: penicilinas, cefalosporinas, carbapenémicos, monobactamas y los inhibidores de

las B -lactamasas.

2.2. Otras familias de antibidticos

En el tratamiento de infecciones por Enterobacterias, no solo la familia de los B-
lactdmicos juega un papel importante, sino que otros antibidticos como las quinolonas,
aminoglucésidos, tigeciclina, fosfomicina, trimetoprim-sulfametoxazol y polimixinas (colistina)

son importantes a la hora de abordar estas infecciones.

Debido a la emergencia y la rdpida difusién de las Enterobacterias multirresistentes
(MDR) y extremadamente resistentes (XDR), en las cuales los antibidticos B-lactdmicos son los
principales afectados, son necesarias alternativas terapéuticas que sean activas frente a estos
gérmenes. En estos casos, en los que no se puede recurrir a los B-lactamicos tradicionales, hay
que utilizar otros tratamientos potencialmente activos, entre los que se encuentran los
farmacos anteriormente nombrados, considerados de segunda linea y que muchas veces
también se ven afectados debido a la co-resistencia; a la terapia combinada, con o sin B-
lactdmicos cldsicos, o a los nuevos PB-lactdmicos (ceftazidima-avibactam, ceftolozano-

tazobactam) de reciente aparicién (Rodriguez-Bafio et al. 2018).

Se describen a continuacion los mecanismos de accién y resistencia a quinolonas y

aminoglucésidos, por su importancia y por su implicacién en este trabajo.

2.2.1. Quinolonas

Las quinolonas son antibidticos sintéticos bactericidas, que actian inhibiendo la DNA
girasa y la topoisomerasa IV. La primera quinolona utilizada fue el acido nalidixico, pero hoy en
dia la mayoria de las quinolonas usadas en la practica clinica son del grupo de las
fluoroquinolonas (ciprofloxacino, levofloxacino, moxifloxacino). Tienen un amplio espectro de

actividad frente a bacterias gram negativas, y también algunas gram positivas.
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La resistencia a quinolonas es el punto final del efecto acumulativo de varios
mecanismos genéticos. Estos mecanismos de resistencia incluyen determinantes
cromosémicos y plasmidicos. Dentro de los mecanismos cromosémicos se incluyen las
mutaciones en las topoisomerasas diana en la region determinante de resistencia a quinolonas
(QRDR) de las subunidades GyrA/GyrB y ParC/ParE, reduccién de la permeabilidad de la
membrana por defecto de las porinas y la sobreexpresion de las bombas de expulsidn activas.
Ademas, y desde su descripcion en 1998, se ha descrito un aumento de la prevalencia de la
resistencia plasmidica a quinolonas, a través de la proteccién de las topoisomerasas diana por
proteinas Qnr (genes qnrA, gnrB, qnrC, gnrD y qnrS), de la modificacién enzimdtica del
antibiético por una aminoglucdsido acetil-transferasa AAC(6')-lb-cr y de su expulsidn activa por

la bomba QepA (Martinez-Martinez et al. 2008; Aldred et al. 2014).

2.2.2. Aminoglucésidos

Los aminoglucdsidos son antibidticos bactericidas que actian a nivel de la subunidad
30S de los ribosomas bacterianos, interfiriendo en la sintesis proteica. Actuan frente a
bacterias gram negativas y gram positivas. Los principales aminoglucdsidos empleados en Ia
practica clinica contra enterobacterias son gentamicina, tobramicina, netilmicina y amikacina.

Muchas veces se emplean en asociacidn, debido a su efecto sinérgico, con los B-lactdmicos.

Aunque los mecanismos de resistencia adquiridos frente a los aminoglucésidos son
variados, el mecanismo mds comun son las enzimas que modifican los grupos amino o
hidroxilo de la molécula del antibidtico, bloqueando de esta manera su actividad
antibacteriana. Estas enzimas se diferencian en tres tipos: N-acetiltransferasas (ACCs, genes
aac(3), aac(6')), O-fosfotransferasas (APHs, genes aphA, strAm strB) y O-adeniltransferasas
(ANTSs, genes aadA, aaB). Dentro de cada tipo, se subdividen en clases en funcién de su sitio de
modificacién (Ramirez & Tolmasky 2010; Ho et al. 2016). En la Tabla 1 se reflejan los fenotipos

de resistencia asociados a las enzimas modificantes de aminoglucdsidos.
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Tabla 1.- Fenotipos de resistencia asociados a las enzimas modificantes de aminoglucdsidos

(Martinez-Martinez & Ruiz de Alegria 2009; Fernandez-Martinez et al. 2015).

Fenotipo de resistencia

Enzima modificante

STR APH(3")

GEN AAC(3)-|

KAN, AMK APH(3')-IV

STR, SPT ANT(3")

KAN, NEO APH(3')-I, APH(3")-II
KAN, TOB, AMK ANT(4')-11

KAN, GEN, TOB ANT(2")-I

KAN, GEN, TOB, NET

AAC(3)-11, AAC(3)-IV

KAN, TOB, AMK, NET AAC(6')-1
GEN, TOB, NET, NEO AAC(2")
2.3. Resistencia a los antibidticos en enterobacterias

La resistencia a los antimicrobianos es un problema con implicaciones terapéuticas,

epidemioldgicas, microbioldgicas y de salud publica. El problema de la resistencia se puede ver
como una ecuacién con dos componentes principales: el de los antibidticos que inhiben los
organismos sensibles y seleccionan los resistentes debido a la aparicion de mutaciones; y la
resistencia genética de un microorganismo (Levy & Marshall 2004). En cualquier caso, el uso

indebido de antimicrobianos favorece la aparicidén de resistencias.

La resistencia a los antimicrobianos puede ser intrinseca o adquirida. La primera de
ellas la presentan de forma natural las bacterias, y estad asociada a genes cromosémicos. La
resistencia adquirida puede obtenerse como consecuencia de la adquisiciéon de material
genético nuevo que procede de otras bacterias, contenida en plasmidos, transposones o
integrones, mediante difusién horizontal; o alcanzarse por mutaciones cromosdémicas en el
DNA originadas por errores en su replicacién, cuya transmision sera de tipo vertical (Peleg &

Hooper 2010).

23



Introduccion

En las enterobacterias, los mecanismos de resistencia encontrados son: alteracion de
la permeabilidad de la membrana, modificacion enzimatica del antimicrobiano, expulsién
activa del agente terapéutico, alteracién de la diana de accién, proteccién de la diana,
hiperproduccidon de la diana o, de manera mas infrecuente, desarrollo de nuevas vias

metabdlicas (Martinez-Martinez & Calvo 2010) (Figura 3).

Con frecuencia, estos mecanismos no se desarrollan de forma aislada, sino que a
menudo las cepas resistentes a una familia de antibiéticos también lo son a otras familias con
mecanismos de accidn o resistencia diferentes, proporcionando a la bacteria un nivel de
resistencia mayor a los antibidticos. Esto conduce a la modificacion de muchos
antimicrobianos potencialmente utiles y lleva al fracaso terapéutico (Falagas etal. 2014;

Martinez-Martinez & Calvo 2010).
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Figura 3.- Mecanismos de resistencia en bacterias gram negativas (Peleg & Hooper 2010)

2.3.1. Mecanismos de resistencia a B-lactamicos

Las bacterias pueden desarrollar resistencia a esta familia de antibidticos por diferentes
mecanismos: reduccién de la permeabilidad de la membrana, expulsidon activa (mediante
bombas), modificacién de la diana de accidon (muy frecuente en microorganismos gram
positivos) o hidrdlisis enzimatica del anillo B-lactdmico. Este Ultimo mecanismo de resistencia
es el predominante en bacterias gram negativas, principalmente en enterobacterias (Suarez &

Gudiol, 2009). Estas enzimas se denominan B-lactamasas, y dentro de ellas encontramos
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diferentes tipos en funcion del sustrato preferido frente al que actuan, y el perfil de inhibicion.
Su produccién puede estar mediada por pldsmidos o puede estar cromosdmicamente
codificada. En el primer caso, pueden ser transferibles y suelen ser inactivadas por los
inhibidores de las B-lactamasas. Algunos microorganismos poseen B-lactamasas de origen
cromosémico (ej: Enterobacter spp., Pseudomonas spp., Citrobacter spp., Morganella spp. y
Serratia spp.), las cuales muchas veces son inducibles, es decir, aumenta su produccidn tras la

exposicidn a B-lactdmicos, y no son sustrato de los inhibidores de las B-lactamasas.

2.3.2. B-lactamasas

Las B-lactamasas se clasifican en funcion a dos pardmetros:

1. Clasificacion molecular: en funcion de su estructura proteica (Ambler 1980),
dividiendo las B-lactamasas en 4 clases (A-D). Las B-lactamasas de las clases A, Cy D
necesitan un aminodacido de serina para llevar a cabo su actividad hidrolitica, mientras
qgue las enzimas de la clase molecular B requieren un idn de zinc divalente, y son las

llamadas metaloenzimas.

2. Clasificacion funcional: en funcidn de sus caracteristicas bioquimicas y funcionales
(Bush, 1988). Se establecen 4 grupos diferentes, los cuales se subdividen en funcién
del sustrato y el perfil de inhibicion. Esta clasificacion es mas atil a nivel clinico y
microbioldgico ya que refleja la resistencia selectiva a diferentes clases de antibidticos

B-lactamicos y diferentes patrones de inhibicidn.

Segun la clasificacion funcional de Bush-Medeiros-Jacoy (Bush & Jacoby 2010)
diferenciamos:

Grupo 1: B-lactamasas AmpC, cefalosporinasas o cefamicinasas. Este grupo se corresponde
con la clase C de Ambler. Hidrolizan la mayoria de B-lactamicos, incluidas las cefamicinas
(cefoxitina). Estas enzimas no son inhibidas por los inhibidores de las B-lactamasas como el
acido clavulanico, e incluyen las codificadas tanto en el cromosoma como en plasmidos de

diferentes especies de enterobacterias.

Grupo 2: son serin-B-lactamasas. Es un grupo heterogéneo que incluye enzimas de las clases A
y D de Ambler, y esta constituido por seis subgrupos (2a, 2b, 2c, 2d, 2e y 2f). Engloba enzimas

que actlan sobre un amplio conjunto de sustratos: penicilinas, cefalosporinas, oxacilinas y
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carbapenems, y son inhibidas por los inhibidores de B-lactamasas clasicos (acido clavulanico,

tazobactam y sulbactam).

El subgrupo 2a incluye las enzimas de gram positivos con capacidad de hidrolizar la
penicilina G. Son las denominadas penicilinasas, que pueden estar codificadas en pldsmidos o

en el cromosoma. Ademas, son inhibidas por el acido clavulanico.

En el subgrupo 2b encontramos la gran mayoria de B-lactamasas de amplio espectro.
Hidrolizan las penicilinas e incluso cefalosporinas de 12 generacidn cuando su expresion es
elevada, y son inhibidas por el acido clavulanico. Tanto las enzimas del tipo TEM como SHV se

encuentran en este grupo.

El subgrupo 2be deriva de las B-lactamasas de amplio espectro (TEM-1, TEM-2 y SHV-1),
generadas a través de mutaciones aminoacidicas puntuales. Estas son las conocidas como B-
lactamasas de espectro ampliado o extendido (BLEE). Ademas de hidrolizar penicilinas,
también actuan frente a todas las cefalosporinas (excepto las cefamicinas) y aztreonam. Son
sensibles a carbapenems y a los inhibidores clasicos de B-lactamasas. No todas las BLEE
pertenecen al grupo 2be (clase molecular A) ya que algunas oxacilinasas pertenecen al grupo
2d (clase molecular D). En este grupo, aparte de las TEM (que derivan de TEM-1 y TEM-2) y
SHV (que derivan de SHV-1), se incluyen otro tipo de BLEE denominado cefotaximasas o CTX-
M. Las CTX-M pertenecen a la clase molecular A y son resistentes a cefotaxima, cefuroxima,

cefepime y en menor medida a ceftazidima.

El subgrupo 2br incluye las B-lactamasas resistentes a los inhibidores (IRT). Su perfil
hidrolitico es similar a las BLEE pero son resistentes a los inhibidores de B-lactamasas clasicos
(acido clavulanico, sulbactam y tazobactam). Son derivadas de las enzimas tipo TEM que han

adquirido resistencia a los inhibidores, de ahi su nombre IRT (inhibitor resistant TEM-type).

El subgrupo 2c o carbenicilinasas (CARB o PSE) hidrolizan las carboxipenicilinas

(carbenicilina y ticarcilina).

El subgrupo 2d o oxacilinasas hidrolizan la oxacilina. Son similares a las B-lactamasas tipo
BLEE pero son mas resistentes a la accién de los inhibidores de las B-lactamasas. Ademas,

algunas actuan también frente a los carbapenems.

El subgrupo 2e se corresponde con la clase C de Ambler, e incluye las cefalosporinasas

cromosdémicas de P. vulgaris, C. koseriy C. sedlakii.
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El subgrupo 2f incluye las serin-B-lactamasasde clase molecular A de Ambler. Hidrolizan los
carbapenems (son carbapenemasas), son inhibidas parcialmente por el acido clavulanico pero

no por agentes quelantes. Corresponden a las carbapenemasas de clase A de Ambler.

Grupo 3: metalo-B-lactamasas (MBLs). Se corresponde con la clase B de Ambler, las cuales
requieren la presencia del idén zinc (son metalo-enzimas), por lo que se inhiben por agentes
guelantes como el EDTA. Su perfil de hidrdlisis incluye todos los B-lactamicos, incluyendo
cefamicinas y carbapenems. A diferencia de otras carbapenemasas, no hidrolizan
monobactdmicos (aztreonam). No son inhibidos por los inhibidores clasicos de B-lactamasas.
Este grupo se divide segln su estructura en tres subclases (B1, B2 y B3) o segun su funcién
(subgrupos 3a, 3b y 3c), grupos que se diferencian tanto por su perfil hidrolitico como por su

estructura molecular.

Grupo 4: incluye la penicilinasa de Burkholderia cepacea. Hasta el momento no se corresponde

con ninguna clase molecular de Ambler ya que no estan completamente caracterizadas.
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Inhibidos por
Grupo Clase . Enzimas
Sustratos preferidos - ]
Bush Ambler Acido representativas
o EDTA
clavulanico
_ AmpC, ACT-1, CMY-2,
1 C Cefalosporinas No No
FOX-1
le C Cefalosporinas No No GC1, CMY-37
2a A Penicilinas Si No PC1
Penicilinas, ,
2b A . Si No TEM-1, TEM-2, SHV-1
cefalosporinas
Cefalosporinas de
. , TEM-3, SHV-2, PER-1,
2be A espectro extendido y Si No
.. CTX-M-15, VEB-1
monobactamicos
2br A Penicilinas No No TEM-30, SHV-10
Cefalosporinas de
2ber A espectro extendido y No No TEM-50
monobactamicos
2c A Carbenicilinas Si No PSE-1, CARB-3
2ce A Carbenicilinas, cefepime Si No RTG-4
2d D Cloxacilina Variable No OXA-1, OXA-10
Cefalosporinas de .
2de D . Variable No OXA-11. OXA-15
espectro extendido
2df D Carbapenémicos Variable No OXA-23, OXA-48
Cefalosporinas de ,
2e A . Si No CepA
espectro extendido
2f A Carbapenémicos Variable No KPC-2, IMI-1, SME-1
o ] IMP-1, VIM-1, CrA,
3a B Carbapenémicos No Si
NDM
3b B Carbapenémicos No Si CphA, Sfh-1

Tabla 2.-Clasificacion de B-lactamasas adaptada (Bush & Jacoby 2010)
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2.3.3. Mecanismos de resistencia a carbapenems en enterobacterias

Los carbapenems poseen un espectro de actividad muy amplio, determinado por Ia
capacidad de penetrar a través de la pared de los gram negativos, la alta afinidad por las PBP
esenciales de muchas especies y la elevada resistencia a muchas B-lactamasas. Por ello, son
utilizados como antibiéticos de "ultima linea", en pacientes graves con infecciones no filiadas o
en sospecha de infecciones por microorganismos resistentes (Papp-Wallace et al. 2011). Los

principales carbapenems son: ertapenem, imipenem, meropenem y doripenem.

En las enterobacterias, |la aparicidon de resistencias a carbapenems puede producirse

por dos mecanismos:

— Adquisicidn de genes que codifican enzimas capaces de degradar los carbapenémicos
(carbapenemasas).

— Disminucién en la expresién o funcionalidad de las porinas de la membrana externa de
las bacterias, dificultando la penetracion del antibidtico en el espacio peripldsmico,
junto a la sobreexpresién de [-lactamasas que poseen baja afinidad por los

carbapenems (Papp-Wallace et al. 2011).

2.3.3.1. Carbapenemasas

Las carbapenemasas son enzimas que hidrolizan carbapenems pero también actuan
frente a otros B-lactamicos, aunque su espectro depende de la especificidad de cada enzima.
Pueden estar codificadas en el cromosoma bacteriano o en elementos genéticos moviles.
Podemos diferenciar dos grupos principales: las serin-carbapenemasas, que pertenecen a la
clase molecular A o D de Ambler, y las metalo-B-lactamasas (MBLs), llamadas asi por su
dependencia de metales como el zinc para su funcionamiento, que corresponden a la clase B

de Ambler (Ambler 1980).

En un principio, la resistencia a carbapenems sélo fue descrita en algunas especies de
bacilos gram negativos no fermentadores, como Pseudomonas aeruginosa y Acinetobacter
baumannii, pero hoy en dia es cada vez mds frecuente su presencia en enterobacterias.
Diferentes estudios alertan de la creciente incidencia de enterobacterias productoras de
carbapenemasas (Albiger et al. 2015; van Duin & Doi 2017; Asthana et al. 2014; Robilotti &
Deresinski 2014).
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Clase Cefalosp.  Cefalosp.
Carbapenems  Penicilinas CLAV/EDTA Monobactams
molecular 12y 20 32y 40
A + + +° +/v t/- +°
B + + + + -/+ -
D + + + - -/ +

Tabla 3.- Perfiles hidroliticos de carbapenemasas descritas en Enterobacterias (Martinez-
Martinez & Gonzalez-Lopez 2014; Codjoe & Donkor 2017). Cefalosp.: cefalosporinas.
CLAV/EDTA: inhibidas por acido clavulanico y EDTA. V: variable. ® Cefamicinas no suelen ser
sustrato de las carbapenemasas de clase A. ° Algunas enzimas tipo GES no hidrolizan
aztreonam.

Las carbapenemasas se agrupan en las diferentes clases moleculares de Ambler que se
corresponden con diferentes grupos funcionales de la clasificacion de Bush y Jacoby del afio

2010, en la que se establecen 3 grupos (Bush & Jacoby 2010):

e La clase A de Ambler corresponde con el grupo 2f de Bush y Jacoby. Son enzimas que
hidrolizan penicilinas, cefalosporinas, carbapenems y aztreonam. Su actividad es
inhibida por acido borénico, y parcialmente por acido clavuldnico y tazobactam. Esta
propiedad es Util en su deteccidn, ya que se emplean métodos fenotipicos basados en
el efecto de inhibicidn producido por el acido bordnico, en formato de test de sinergia
de doble disco. Dentro de estas se encuentran las proteinas de tipo SME, IMI, NMC-A,
KPC y algunas de la familia GES. Las carbapenemasas tipo SME, IMI y NMC-A estan
codificadas por genes cromosdmicos. Los genes blages suelen estar codificados en
integrones de clase 1 localizados en plasmidos, pero se han descrito genes codificados
cromosdmicamente en algunas enterobacterias. Dentro de las carbapenemasas de
clase A, las enzimas KPC son las de mayor importancia epidemioldgica. Desde la
primera descripcién en 1996 en Carolina del Norte, Estados Unidos, en Klebsiella
pneumoniae, las bacterias productoras de KPC se han propagado por todo el mundo y

hay mas de 20 variantes identificadas (http://www.lahey.org/Studies/). Los genes

blagyc suelen estar codificados en transposones, lo que facilita su transmision.
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La clase B de Ambler (grupos 3a y 3b) comprende las carbapenemasas que acttan
frente a todos los B-lactamicos excepto monobactdmicos. Son las llamadas metalo-B-
lactamasas (MBLs), ya que son inhibidas por quelantes de cationes divalentes como el
EDTA o el acido dipicolinico debido a que su mecanismo de hidrélisis depende de la
interaccién con un ién Zn** en su sitio activo, pero no se ven afectadas por los
inhibidores clasicos (acido clavulanico, tazobactam, sulbactam). En este caso, para su
identificacion se emplean los test de sinergia con EDTA. Entre ellas, encontramos
diferentes enzimas como VIM, IMP, NDM, SPM, SIM , GIM, AIM, DIM y KHM, siendo las
mas importantes las tres primeras (Meini, Llarrull, & Vila, 2014), las cuales se han
descrito tanto en cepas de enterobacterias como de Pseudomonas.

Las primeras carbapenemasas tipo VIM (Verona Integron-Encoded MBL) fueron
aisladas de una cepa de Pseudomonas aeruginosa resistente a carbapenems en 1997,
en Verona (Italia). Desde entonces, se han registrado 46 variantes de estas enzimas,
principalmente en cepas de P. aeruginosa, E. coli, K. pneumoniae y E. cloacae, siendo la
variante VIM-2 la mds prevalente de este grupo a nivel mundial (Zhao & Hu 2011; Paul
et al. 2016) .

Las carbapenemasas NDM (New Delhi Metallo-8-lactamasas), fueron descubiertas en
2008 en Suecia en un paciente indio, quien primero habia estado hospitalizado en
Nueva Delhi (Yong et al., 2009). Estas enzimas se han propagado rapidamente y ahora
las encontramos en diferentes paises, sobre todo en enterobacterias (Nordmann,
Poirel, Toleman, & Walsh, 2011). En comparacion con otras carbapenemasas, NDM-1
tiene unas caracteristicas que son muy preocupantes para la salud publica mundial: 1)
el gen blaypy.; no estd solo en una especie, sino que se encuentra en diferentes
especies no relacionadas, 2) una frecuente adquisicion por patégenos nosocomiales
como K. pneumoniae y E. coli, 3) el gran tamafio del reservorio, ya que esta presente
en todo el subcontinente Indio (Nordmann, Naas, & Poirel, 2011).

La primera enterobacteria con el gen bla,,, fue aislada en Serratia marcescens en
Japén (lto etal. 1995). Este gen tiene en comuln con blayy que ambos suelen
encontrarse albergados en integrones de clase 1, junto con otros genes de resistencia
a otras familias de antibidticos. Esporadicamente, se han encontrado dentro de
integrones de clase 3. Suelen estar localizados en transposones y plasmidos, lo que
facilita su diseminaciéon. Aunque de forma poco comun, también se han descrito
localizados cromosémicamente en bacilos gram negativos no fermentadores (Walsh

et al. 2005).
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La clase D (grupo 2df) engloba diferentes tipos de oxacilinasas (OXA). Hidrolizan
cloxacilina, oxacilina y carbapenems, pero no cefalosporinas de espectro extendido ni
aztreonam. Las enzimas de este grupo no son inhibidas por quelantes (EDTA) y la
inhibicidon por el acido clavuldnico es variable, por lo que los test de inhibicion y
sinergia no son Utiles en su deteccion. Por tanto, la presencia de carbapenemasas tipo
OXA siempre debe de ser confirmada por un método genotipico. Los productores de
carbapenemasas tipo OXA son, probablemente, los mas dificiles de identificar y, por
tanto, su prevalencia real podria estar subestimada (Nordmann et al., 2011).

Hay descritas mads de 400 tipos de PB-lactamasas tipo OXA

(http://www.lahey.org/Studies/), de las cuales solo se consideran carbapenemasas

128 (grupo 2df de Bush), como por ejemplo OXA-23, 27, 40, 48, 51, 58, 143 y 181, y se
han identificado muchas de ellas en el género Acinetobacter (Martinez et al. 2010). En
Enterobacterias, el principal problema estd en las cepas productoras de OXA-48. La
primera descripcion de OXA-48 en enterobacterias se hizo en Turquia en 2003, en una
cepa de K. pneumoniae (Poirel et al. 2012), y desde entonces su distribucion ha sido tal
que incluye muchos paises de Europa y Africa (van Duin & Doi 2017). En Espafia, el
aumento de la diseminacién de OXA-48, sobre todo en cepas de K. pneumoniae, se ha
convertido en un gran problema de salud publica (J Oteo et al. 2015; Aracil-Garcia

et al. 2017; Argente et al. 2018).

2.3.3.2. Alteracion de las porinas

Los carbapenémicos, para ejercer su accion, deben atravesar la pared celular para

acceder a las PBP, esto ocurre a través de las porinas de la membrana externa en las bacterias

gram negativas (Martinez et al. 2010). En enterobacterias, las porinas implicadas en la entrada

de los antibidticos pertenecen a las familias OmpF o OmpC, y cambios en el nimero o

funcionalidad de estas proteinas pueden tener efectos en la sensibilidad a los antibidticos

(Pageés et al. 2008). Estos cambios incluyen mutaciones, disminucidn en la cantidad de proteina

o cambios en el tipo de porinas que expresan.
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En la familia Enterobacteriaceae, la resistencia a los carbapenems se observd por
primera vez en cepas que presentaban una sobreexpresion de los genes que codifican una -
lactamasa cromosdmica de tipo AmpC, fundamentalmente en Enterobacter spp., junto con
modificaciones en las porinas OmpC y OmpF (Bush et al. 1985). Mecanismos de resistencia
similares se han descrito también en Serratia spp y Morganella morganii (Goldstein et al.
1983). Las B-lactamasas de tipo AmpC o cefalosporinasas presentan baja afinidad a los
carbapenems. Sin embargo, cuando la enzima se produce en exceso y, a su vez, se produce un
mecanismo de pérdida de porinas, la baja cantidad del antibidtico presente en el espacio
peripldsmico permite que la enzima lo hidrolice, produciendo una resistencia a los
carbapenems. ACT-1, CMY-4 y ACC-1 son algunas de las B-lactamasas tipo AmpC presentes en
pldasmidos que se han identificado en enterobacterias resistentes a los carbapenems (Suarez
et al. 2006). En estos casos la resistencia se produce por la combinacion de la AmpC plasmidica
junto a la pérdida de la permeabilidad de la membrana debido a modificaciones en las porinas
OmpK35 y OmpK36 de K. pneumoniae, OmpF y OmpC en E. coli y OmpF en Salmonella

typhimurium (Nordmann et al. 2012; Lépez-Camacho et al. 2014).

De forma similar, la produccién de BLEE en combinacién con déficits en la
permeabilidad de la membrana puede producir la aparicidon de resistencia a carbapenems en
enterobacterias. Este mecanismo se ha descrito para casi todas las especies de
enterobacterias, incluyendo E. coli, K. pneumoniae, Salmonella spp. y Enterobacter spp.

(Nikaido 2003; Webster et al. 2010).

K. pneumoniae es actualmente uno de los patédgenos mas prevalente en el mundo,
siendo una de las principales causas de infeccion nosocomial. La resistencia a carbapenems en
estas cepas causa gran preocupacion, debido al incremento de la diseminacion de cepas
productoras de carbapenemasas, principalmente KPC, causando grandes brotes. Sin embargo.
la pérdida de porinas de la membrana externa también ha destacado como otra causa
frecuente en la resistencia a carbapenems, asociada a la produccién de BLEE y AmpC. El
principal mecanismo responsable de esta deficiencia en la permeabilidad es la interrupciéon
directa por mutaciones puntuales que pueden causar cambios en la estructura de las proteinas
OmpK35 y OmpK36, delecciones que interfieren con la expresién de la porina asi como
interrupciones directas causadas por secuencias de insercion (Martinez-Martinez 2008;
Hamzaoui et al. 2018; Papagiannitsis et al. 2013). Cada vez es mas frecuente la identificacion
de aislados resistentes a ertapenem como consecuencia de la diseminacidn mundial de

aislamientos productores de BLEE tipo CTX-M, principalmente CTX-M-15, junto a una
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modificacién en la porina, causando brotes importantes (Poulou et al. 2013), y también casos
de adquisicién comunitaria de BLEEs (J. D. Pitout & Laupland 2008). Asi mismo, se han descrito
aislados de K. pneumoniae productora de BLEE y resistente a ertapenem portadoras de una
nueva variante de porina OmpK32 (OmpK32V) que contribuye a la resistencia a ertapenem
junto a la disminucién de la sensibilidad a meropenem y manteniéndose sensible a imipenem

(Garcia-Fernandez et al. 2010).
2.4. Evolucion de la resistencia a B-lactdamicos en enterobacterias

Desde el aifo 2000, se ha observado una propagacién mundial de diferentes aislados
de enterobacterias productoras de [B-lactamasas de espectro extendido (BLEE), las cuales
hidrolizan todas las cefalosporinas y monobactams, pero no carbapenems (J. Pitout & Laupland
2008). Hoy en dia, las bacterias productoras de BLEE se han expandido globalmente a través de
elementos genéticos méviles y asociadas a otros genes de resistencia a antibidticos, haciendo
gue la erradicacion de estas enzimas sea dificil. K. pneumoniae y E. coli son las especies de
mayor importancia inicial en cuanto a la produccién de BLEEs, causando brotes nosocomiales
en grandes hospitales, principalmente en unidades de cuidados intensivos, quirdrgicas vy
neonatales. Sin embargo, en los Ultimos anos han cobrado gran relevancia las infecciones de
origen estrictamente comunitario (en especial por E. coli) y por otras especies como

Enterobacter spp., P. mirabilis y Salmonella.

Dentro de las BLEEs, se incluyen enzimas de tipo TEM, SHV, CTX-M, VEB y GES. En la
actualidad existen multiples variantes de todas ellas y han sido descritas en diferentes especies
de enterobacterias. Desde su primera descripcion, las CTX-M se han expandido de forma
mundial, de modo que su diseminacién se ha llegado a considerar como "la pandemia de las
CTX-M" (Cantén & Coque 2006). Su propagacidon ha podido verse favorecida al haberse
movilizado a través de secuencias de insercion como ISCR1, ISEcp1 o 1S26, asi como dentro de
otras estructuras genéticas como integrones y transposones (Tn21), lo que ha facilitado su
integracidn y persistencia. Otra razén para este aumento de su difusidn es su co-resistencia a
otros antibiéticos como aminoglucésidos y quinolonas, lo que puede facilitar el proceso de
seleccién (Canton & Ruiz-Garbajosa 2011). Esto ha facilitado que variantes como CTX-M-15,
CTX-M-9 y CTX-M-14 estén presentes de forma mayoritaria en todo el mundo (Cantdén et al.

2012).

La secuencia de insercidn ISEcpl es la secuencia encontrada con mayor frecuencia en

el entorno de estos genes, siendo capaz de movilizar los genes localizado rio abajo de blacry.u.
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Esta secuencia se ha localizado aguas arriba de los genes blacrx.m.1, blacrxm-10, bl0crxm-1a Y blacrx.
m-15, €n algunos casos interrumpida por la presencia de otras secuencias de insercién como
IS26 o 1S10 (Toleman & Walsh 2011; Jouini et al. 2007; Lartigue et al. 2004)(Lartigue et al.
2004; Jouini et al. 2007). Aguas abajo de las B-lactamasas, en el caso de blacixmaa Se ha
encontrado la secuencia de insercién IS903 y en otras variantes del grupo CTX-M-1 como
blacrym-1, blacrxm.s Y blacrxm.1s 1a proteina ORF477. Las B-lactamasas CTX-M-9 y CTX-M-2 se han
asociado con integrones de clase 1, como el integrén In60 que contiene el gen blacrx.m.o con los
genes dfrA16 y aadA2 o los integrones In35 e In116 que contienen el gen blacryx.u., junto a un

gen blagya., (Eckert et al. 2006; Sabate & Prats 2002).

En 1985 una nueva clase de antibidticos, los carbapenémicos, fueron introducidos en
la practica clinica. Son antimicrobianos que se caracterizan por su amplio espectro y una gran
actividad frente a las B-lactamasas, incluidas las enterobacterias productoras de BLEE, por lo
gue se constituyeron en el tratamiento de eleccion en infecciones multirresistentes por bacilos
gram negativos. Por tanto, se origind un importante aumento en el uso de carbapenems, que
sin duda ha influido en la aparicién en los ultimos afios de bacilos no fermentadores
(Acinetobacter spp. y Pseudomonas aeruginosa) y fermentadores (Enterobacterias) resistentes
a carbapenems. Este hecho ha causado una creciente preocupacion en todo el mundo sobre
sus consecuencias, debido a la asociacién de la resistencia a B-lactamicos y otras clases de
antibidticos (aminoglucdésidos, quinolonas, cotrimoxazol...), lo que reduce la posibilidad de

tratamiento de las infecciones producidas por cepas multirresistentes.

Como respuesta a este aumento de las resistencias, especialmente en antibidticos
utilizados como ultimo escaldn terapéutico, se puso en marcha el proyecto EUSCAPE (European
Survey on carbapenemase-producing Enterobacteriaceae) elaborado por el ECDC en abril de
2012, cuyo objetivo principal era obtener informaciéon epidemioldgica sobre la incidencia y
diseminaciéon de enterobacterias productoras de carbapenemasas (CPE) en 38 paises
europeos. Con este proyecto se observd que la epidemiologia europea de las enterobacterias
productoras de carbapenemasas fue cambiando, con paises que sufrieron un aumento en la
prevalencia de CPE, como Espafia, Francia o Turquia, mientras que en otros disminuyeron
(Irlanda, Noruega y Paises Bajos, entre otros). Islandia fue el Unico pais que no declard ningun
caso de CPE en el transcurso del proyecto (Albiger et al. 2015). En el informe se recoge que
Espafia ha pasado de una situacién epidemioldgica de casos y brotes esporadicos en 2010, a
una diseminacion regional, afectando a 34/50 provincias, siendo las carbapenemasas mas

predominantes OXA-48 y VIM, seguidas de cepas de K. pneumoniae productoras de KPC. En la
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Figura 4 se muestra la situacion epidemioldgica de las enterobacterias productoras de

carbapenemasas en Europa recogido en el andlisis post-EusCAPE en 2015 (Albiger et al. 2015).

Epidemiological stages, 2014-2015

Countries not participating
B No case reported (Stage o)
Sporadic occurence (Stage 1)
Single hospital outbreak (Stage 2a)
Sporadic hospital outbreaks (Stage 2b)
mm Regional spread (Stage 3)
B [nter-regional spread (Stage 4)
R Endemic situation (Stage 5)

n Luxembourg
Malta

Figura 4.- Mapa de incidencia de enterobacterias productoras de carbapenemasas en 38 paises
europeos en el afio 2015

Como se ha comentado, la resistencia a carbapenems puede ser debida a diferentes
mecanismos, siendo frecuentemente las carbapenemasas las principales causantes, pero
combinaciones de otros mecanismos diferentes también pueden causar resistencia a
carbapenems. En los ultimos datos analizados por EARS-Net (European Antimicrobial
Resistance Surveillance Network) encontramos datos de esta vigilancia, en particular en K.

pneumoniae (Figura 5).

La situacion en el caso de K. pneumoniae es problematica, especialmente en los paises
del sur y este de Europa. La resistencia combinada a diferentes grupos de antimicrobianos no
es rara en 2017 (Figura 6), y la frecuencia de aislados productores de BLEE ha aumentado. Los
altos niveles de resistencia a carbapenems, casi siembre combinada con otros antibidticos, en
algunas partes de Europa son, por tanto, una preocupacion; sobre todo debido a los ultimos
datos que reflejan una emergencia de la resistencia a colistina, una de las ultimas alternativas

en pacientes con infecciones por K. pneumoniae multirresistente .
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[ Liechtenstein
N Luxembourg
S Malta

Figura 5.- Porcentaje de infecciones invasivas por K. pneumoniae con resistencia a carbapenems,
por paises, en 2017.

Nota: los datos de EARS-Net estdn basados en aislados procedentes de infecciones invasivas como sangre y liquido
cefalorraquideo. No estdn incluidos los aislados procedentes de otros lugares de infeccion o de colonizacion.

- 1%

1% to¢5%
[35%to¢ 10%
= 10% to¢ 25%
N 25% 10¢ 50%
- > 50%

[==1 No data reported or fewer than 10 Isolates
[ Notincluded

Non-visible countries
[ Liechtenstein
8 Luxembourg
. Malta

Figura 6.- Porcentaje de infecciones invasivas por K. pneumoniae con resistencia
combinada a fluoroquinolonas, cefalosporinas de 32 generacidon y aminoglucésidos, por
paises, en 2017.
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En Espafia, el incremento de la resistencia a cefalosporinas de 32 generacion en K.
pneumoniae ha sido muy rapido. En un periodo de 5 afios (2010-2014) las cifras se han
duplicado, desde el 9,4% al 19%; y la resistencia combinada de cefalosporinas de 32
generacion, ciprofloxacino y aminoglucésidos se ha triplicado (Aracil-Garcia et al. 2017). En el
caso de imipenem, esta resistencia ha aumentado casi 13 veces, principalmente por la
diseminacién de aislados productores de carbapenemasas, los cuales se han descrito en al
menos el 68% de las provincias espafiolas, con posibilidad de dispersion interregional (J Oteo

et al. 2015; Aracil-Garcia et al. 2017).

Las principales carbapenemasas descritas a nivel europeo en Enterobacterias
pertenecen a los tipos KPC y OXA-48, seguidas de VIM y NDM (Albiger et al. 2015). La
distribucion de las enterobacterias productoras de KPC y OXA-48 varia entre paises y no
necesariamente se superpone, por ejemplo, en Grecia es predominante la produccion de KPC,
seguido de VIM, y mas raro OXA-48 (Papadimitriou-Olivgeris et al. 2017), mientras que en
Malta casi exclusivamente se encuentran enterobacterias productoras de OXA-48 (Girmenia

et al. 2016).

En Espafia, los primeros casos detectados de CPE lo fueron en cepas de Escherichia coli
y Klebsiella pneumoniae portadoras de VIM-1 obtenidas en un estudio realizado en Barcelona
en 2003 (Tortola et al. 2005). Desde este primer descubrimiento, se han ido registrando casos
esporadicos, hasta que en los ultimos afios se ha producido un importante cambio
epidemioldgico caracterizado por un aumento de las enterobacterias productoras de
carbapenemasas principalmente debido a OXA-48 y VIM-1 (J Oteo et al. 2015; Machuca et al.
2018).

La aparicion de carbapenemasas tipo KPC en Espafia fue detectada entre septiembre
de 2009 y febrero de 2010. Se aislaron dos clones de K. pneumoniae en un hospital de Madrid
con el gen blaypc.; (Curiao et al. 2010)y, al poco tiempo, en otro hospital, el gen blagpc.,en tres
clones de C. freundii (Gomez-Gil et al. 2010). Sin embargo, el gran impacto epidemioldgico de
enterobacterias productoras de carbapenemasas en Espafia ha sido protagonizado por las
cepas productoras de OXA-48. El primer brote fue debido a una cepa de K. pneumoniae
productora de OXA-48 y CTX-M-15 en Barcelona (Pitart et al. 2011). Desde entonces se han
descrito varios brotes en diferentes hospitales del pais, convirtiéndose en un grave problema

de salud publica (Argente et al. 2018; J Oteo et al. 2015; Zhao & Hu 2015; Brafias et al. 2015).
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3. Estructura y funcidn de los integrones

Los integrones son elementos genéticos que pertenecen a la familia de los
transposones y se caracterizan por ser capaces de captar genes (genes casetes) que codifican
determinantes de resistencia a antibidticos mediante un mecanismo de recombinacion sitio-
especifica (Fluit & Schmitz, 2004). Estan formados por tres elementos necesarios para la
captura y expresidn de genes externos (casetes): el gen Intl/ que codifica una integrasa, un
lugar de recombinacion sitio-especifico (attl) y un promotor (Pc) necesario para la expresion de
los genes casetes integrados. A veces contienen un segundo promotor mas fuerte, P2,
localizado adyacentemente en posicién 3' del primero y que incrementa el grado de
transcripcién y expresion de los genes (Sabate & Prats, 2002). Los integrones probablemente
no son moaviles, pero se diseminan en transposones o plasmidos conjugativos que aseguran su
difusién entre bacterias (Sabate & Prats 2002). Por tanto, su estudio es de gran importancia
para conocer la dispersidon epidémica de clones, para una politica de control de infeccion

hospitalaria, o desde el punto de vista del tratamiento antibiético.

Los casetes génicos generalmente incluyen un Unico gen, se caracterizan por carecer
de un promotor y en posicidon 3' presentan una secuencia de recombinacién sitio-especifica,
conocida como attC de 59 bp, y un marco de lectura abierto denominado orf (open reading
frame). Los casetes génicos son movilizados por la integrasa que reconoce el lugar attC del gen
y el lugar del receptor att/ del integréon, permitiendo tanto la integracidn como la escision del
gen casete (Hall 2012)jError! No se encuentra el origen de la referencia.. Segun algunos
nvestigadores (Collis et al. 1993) , parece mas probable que se produzcan recombinaciones
attC-attl que entre dos elementos attC. De este modo, el gen que se inserta el ultimo
cronolégicamente ocupara la posicidn mas cercana a los promotores y, a su vez, es importante
destacar que tendrd una mayor expresion que los genes situados mas alejados de los

promotores.

Los integrones pueden dividirse en dos grandes grupos, los integrones maviles o de
resistencia (Ml o Rl) y los superintegrones (Sl). Los Rl suelen encontrarse formando parte de
transposones y/o plasmidos, y contienen principalmente genes de resistencia a antibioticos,
mientras que los Sl son de localizacién cromosdémica y contienen genes asociados a diferentes

funciones adaptativas. Los Sl o integrones cromosdmicos se caracterizan por presentar
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multiples genes casetes (mas de 100) de diferentes funciones, incorporados en tdndem. Estos

integrones han sido descritos en especies de los géneros Vibrio y Xanthomonas (Mazel 2006).

La secuencia aminoacidica de la integrasa (Int/) se ha utilizado para diferenciar nueve
clases de integrones. Hasta el momento, se han descrito cinco clases de Rl en funcién de su
integrasa, aunque los mas frecuentemente implicados en la resistencia a antibidticos son los
de clase 1, 2 y 3 (Fluit & Schmitz 2004). Estos tres tipos de integrones son los mas estudiados y
se han detectado mayoritariamente en enterobacterias, Pseudomonas y Acinetobacter (Rowe-
Magnus & Mazel 2002) . Sin embargo, en las bacterias gram negativas de interés clinico, los
que se han encontrado con mayor frecuencia son los integrones de clase 1, por lo que nos

centraremos en esta clase

Los integrones de clase 1 se caracterizan por tener un segmento 5' conservado (5'-CS)
que contiene el gen que codifica la integrasa, la att/ y el promotor. Por otra parte, la mayoria
de los integrones contienen también un segmento conservado en 3' (3'-CS) con los genes
gacEA1 que confiere resistencia a componentes de amonio cuaternario, sull, de resistencia a
sulfonamidas, y orf5, con funcién desconocida hasta el momento. Entre estos extremos 5'-CS y

3'-CS se encuentra una zona variable en la que se encuentran los casetes génicos (Figura 7).

Figura 7.- Estructura bdsica de un integrén de clase 1y representacion de la adquisicién de un
casete génico (Gonzdlez R et al. 2004).
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Los integrones de clase 1 estdn asociados con transposones funcionales y no
funcionales derivados de Tn402 u otros mas complejos como Tn21 (Brown et al. 1996; Stokes
et al. 2006). Los integrones de clase 2 estan asociados exclusivamente con derivados del
transposon Tn7 (Mazel 2006; Partridge et al. 2009) y los de clase 3 estan relacionados con la

familia de transposones Tn5053 (Partridge et al. 2009).

Dentro de los integrones, podemos encontrar gran variedad de genes de resistencia a
antimicrobianos. En las enterobacterias, los genes de resistencia mas frecuentemente
encontrados incluyen una gran variedad de B-lactamasas de espectro extendido (BLEEs) y B-
lactamasas tipo AmpC o cefamicinasas, asi como genes de resistencia a quinolonas (gnr, gepA,
aac(6’)-1b-cr), o a aminoglucdsidos (aac, aad, aph). Hay un gran nimero de posibilidades de
recombinacidn y de intercambio de los genes que poseen los integrones, lo que proporciona a

las bacterias una gran versatilidad para hacer frente a los antibioticos.

Muchas carbapenemasas se encuentran codificadas dentro de integrones, como blaggs,
gue suele encontrarse en integrones de clase 1, aunque en enterobacterias también han sido
descritos de forma cromosomica (Walther-Rasmussen & Hgiby 2007). Algunas
carbapenemasas de clase B suelen estar codificadas en integrones de clase 1, como IMP y
VIM, dentro de transposones, junto con otros genes de resistencia como a aminoglucésidos,
cloranfenicol y sulfonamidas, dando lugar a cepas multirresistentes (Martinez-Martinez &

Gonzalez-Lopez 2014).

La resistencia plasmidica a quinolonas, principalmente por genes gnr y aac(6')-b-cr,
que estan asociados muchas veces a blagxs dentro de integrones complejos, en aislados
productores de cefamicinasas plasmidicas o BLEE tipo CTX-M (Bado et al. 2010; Quiroga et al.
2007; Cao et al. 2014).

4. Tipificacion molecular de enterobacterias

Los estudios sobre la estructura genética de las poblaciones microbianas son
fundamentales para comprender la evolucidn, la ecologia y la epidemiologia de los
microorganismos involucrados en las enfermedades infecciosas. Los sistemas de tipificacion
molecular comprenden una gran variedad de técnicas cuyo objetivo principal es la
comparaciéon de la composicién de los acidos nucléicos de dos o mas microorganismos, de

forma que se pueda conocer la relacién existente, clonal o no, de los aislados estudiados.
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El término clon o complejo clonal en epidemiologia hace referencia al grupo de
aislamientos que descienden de un ancestro comun o que proceden directamente de la misma
fuente o cadena de transmisidn. Estos aislamientos mantienen un nivel de similitud genética
elevado, mucho mayor al que encontramos en aislamientos seleccionados arbitrariamente, sin

relacidn epidemiolégica.

Se han desarrollado una gran variedad de técnicas de tipificacion molecular para
comparar los genotipos de especies bacterianas. Estos métodos deben cumplir tres requisitos
esenciales: 1) poder de tipificacién, es decir, ser capaces de catalogar cualquier aislamiento en
un tipo determinado; 2) poder discriminatorio, deben ser capaces de discriminar entre
aislamientos no relacionados; 3) reproducibilidad, deben de dar resultados reproducibles entre

distintos estudios y estables para una cepa determinada (Coll et al. 2005).

Las técnicas moleculares son numerosas, e incluyen estudios de restriccion del ADN
cromosdémico mediante electroforesis de campo pulsado (pulsed-field gel electrophoresis,
PFGE), la secuenciacién de fragmentos internos de genes metabdlicos muy conservados
(multilocus sequence typing, MLST), andlisis del nimero de copias determinadas de secuencias
de insercion o aquellos elementos palindrémicos repetidos a lo largo del cromosoma
(repetitive element palindromic, REP-PCR), la amplificacion aleatoria de DNA polimérfico
(random amplified polymorphic DNA, RAPD-PCR) o el andlisis de polimorfismos en la longitud

de fragmentos amplificados (amplified fragment length polymorphism analysis, AFLP).

Las técnicas de tipificacion moleculares no deben utilizarse de forma sistematica ante
la sospecha de un brote. En un estudio epidemioldgico molecular, hay que obtener
informacion epidemioldgica preliminar de forma rdpida y que sea fiable. Hay que tener en
cuenta que los aislados implicados en el brote estan epidemiolégicamente relacionados y
proceden de un mismo progenitor o clon si estdn genéticamente relacionados. Por el
contrario, los aislados que no estén relacionados epidemiolégicamente tendran genotipos

diferentes.

El analisis del polimorfismo genético a través de PFGE es la técnica con mayor poder
discriminatorio y, ademas, proporciona una vision completa del genoma de la bacteria, ya que
los patrones de bandas son Unicos para cada clon (Ballarini et al. 2012). Sin embargo, su uso se
encuentra limitado en ciertas situaciones debido a su baja reproducibilidad y laboriosidad y al
tiempo requerido para obtener los resultados (Vilchez & Alonso 2009). Por ello, se ha
incrementado el desarrollo de métodos basados en el andlisis de secuencias. El método mas

empleado para estudios epidemioldgicos es el MLST ya que es capaz de detectar cambios
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1

genéticos dentro de los 7 genes conservados que estudia, denominados "housekeeping'
(Glaeser & Kampfer 2015), ademas de proporcionar una nomenclatura clara ("Sequence Type",
ST) y los datos se almacenan facilmente en bases de datos en formato electrénico, de forma
gue se pueden intercambiar entre laboratorios, permitiendo comparar perfiles o secuencias

tipos entre aislados de distintos paises o continentes.

4.1. Tipificacion de Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae es fenotipica y genotipicamente diversa, y tradicionalmente ha
sido dividida en subespecies. La primera clasificacién, basada en las caracteristicas fenotipicas,
bioquimicas y en criterios clinicos, permitié diferenciar tres subespecies: K. pneumoniae subsp.
pneumoniae, K. pneumoniae subsp. ozaenae y K. pneumoniae subsp. rhinoscleromatis (@rskov
& @rskov 1984). Desde entonces, gracias a la aplicacion de métodos taxondmicos moleculares,

esta primera clasificacion ha sido revisada en repetidas ocasiones.

En 2001 se propuso la division del género en tres clusters de acuerdo con su
heterogeneidad filogenética: Kpl, con las especies mas patogenas (K. granulomatis y las tres
subespecies de K. pneumoniae), Kpll (K. ornithinolytica, K. planticola y K. terrigena) y Kplll (K.
oxytoca) (Brisse & Verhoef 2001; Brisse et al. 2004). El cluster Il fue reclasificado en un nuevo

género, Raoultella sp. (Drancourt et al. 2001).

Posteriormente esta clasificacion se modificé y en la actualidad se diferencian tres
grupos filogenéticos, los cuales se han definido en base a la secuenciacién de un pequefio
numero de genes, de forma que se ha propuesto que cada grupo filogenético corresponde a
especies distintas: K. pneumoniae (Kpl), K. quasipneumoniae (Kpll) y K. variicola (Kplll) (Brisse

et al. 2014; Holt et al. 2015).

Ademas del andlisis filogenético, es esencial estudiar la relacion clonal a través de los
métodos de tipificacion molecular, como PFGE y MLST. En K. pneumoniae los genes
secuenciados para el MLST son los descritos por el Instituto Pasteur (Paris): rpoB, gapA, mdh,

pgi, phoE, infBy tonB.

El PFGE estudia el genoma completo por digestion del mismo con enzimas de
restriccion, mientras que el MLST estudia las secuencias de 7 genes conservados , por lo que el
PFGE serda mas sensible a polimorfismos debidos a inserciones y delecciones de material

genético mientras que MLST detectara polimorfismos de nucledtidos que se acumularan por
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error en la replicacidn durante la evolucién (Ballarini et al. 2012).

En el caso de K. pneumoniae, se ha considerado que el PFGE es mas discriminatorio
que el MLST, aunque el MLST es mas eficaz para detectar la diseminacién de los clones. Por
ello, se recomienda para el analisis de cepas de K. pneumoniae productoras de BLEE realizar en
primer lugar un analisis mediante PFGE y posteriormente realizar el MLST para identificar los

clones especificos de cada grupo (Elhani et al. 2011) .

4.2, Clones de alto riesgo en K. pneumoniae

La diversidad clonal en K. pneumoniae es muy amplia, pero el esquema MLST
propuesto en 2005 permitié estandarizar la identificacion de las cepas de una manera
reproducible, para identificar e investigar los grupos clonales clinicamente relevantes
(Diancourt etal. 2005). A pesar de la gran cantidad de secuencias tipo (ST) descritas
actualmente (3336 STs a fecha 4 de mayo de 2018), se han descrito ciertos clones de alto
riesgo, sobre todo en cepas multirresistentes, que se han asociado con los secuenciotipos
ST11, ST15, ST258, ST340 y ST512 (Bialek-Davenet et al. 2014; Wyres & Holt 2016). Algunos de

ellos, se han relacionado con brotes de cepas productoras de carbapenemasas KPC y OXA-48.

Las enzimas KPC han sido descritas en mas de 100 diferentes STs, pero los clones
pandémicos se han relacionado especificamente con el complejo clonal 285 (Munoz-Price et al.
2013). Este complejo clonal consiste en un ST predominante, el ST258, y, en menor medida,
ST11, ST340, ST437 y ST512, que son variantes del ST258 (Chen et al. 2014; Munoz-Price et al.
2013). El ST258 es prototipo de un clon de alto riesgo y la reciente informacién sobre su
epidemiologia, la reorganizacidon genética y la evolucion de este exitoso clon en paises como
Estados Unidos, Noruega, Italia, Canadd, Brasil, Grecia, Polonia, Suecia y Corea del Sur ha
proporcionado informacién sobre la propagacion mundial de la resistencia a los
antimicrobianos y sugiere que es un ST de riesgo internacional (Mathers et al. 2015). En
Espafia, el clon ST258 estd menos extendido y las cepas productoras de KPC no estan asociados

al ST258 (Ruiz-Garbajosa et al. 2013).

El primer caso de K. pneumoniae productora de OXA-48 en Espafa se identificd en
2009 (Pitart etal. 2011). Desde entonces, se han asociado diferentes ST a las cepas
productoras de OXA-48, incluyendo ST11, ST405, ST15 y ST16, los cuales se han diseminado en
hospitales (J Oteo et al. 2015; Pitart et al. 2011), siendo los mas frecuentes en nuestro pais los
ST405 y ST11, relacionados con OXA-48, seguidos de ST15, mas asociados a VIM (Pérez-

Vazquez etal. 2016; Argente et al. 2018). Por otra parte, el ST405 era un secuenciotipo
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infrecuente hasta la aparicién de cepas productoras de OXA-48, no solo en Espafia, sino
también en Francia y Bélgica (J Oteo etal. 2015). El ST11 es un clon adaptado al medio
hospitalario, habiéndose descrito como un clon de alto riesgo por su elevada capacidad de
diseminacién y su versatilidad en cuanto a la captacidon de genes de resistencia (Woodford

et al. 2011).

La exitosa difusion de otros grupos clonales de alto riesgo aun no ha sido
completamente estudiada. Sin embargo, si que es conocido que otros ST de alto riesgo como
ST14, ST147, ST37 y ST101 tienden a portar genes codificantes de carbapenemasas, mientras
que ST15 y ST17 son principalmente clones portadores de BLEEs, la mayoria de tipo CTX-M

(Navon-Venezia et al. 2017).
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Objetivos

Los objetivos de este estudio son:
En aislados clinicos:

1. Deteccién de carbapenemasas en enterobacterias con sensibilidad disminuida a
carbapenems en aislados clinicos de pacientes asistidos en el Hospital Clinico
Universitario Lozano Blesa y en el Sector Ill de Zaragoza.

2. Estudio de la sensibilidad a otros antibidticos en las cepas de enterobacterias con
sensibilidad disminuida a carbapenems.

3. Descripcién de las caracteristicas epidemioldgicas y clinicas de los pacientes con
infecciones causadas por enterobacterias productoras de carbapenemasas.

4. Caracterizacion de los mecanismos implicados en la resistencia a B-lactdmicos,
principalmente los asociados con fenotipo BLEE, AmpC vy presencia de
carbapenemasas.

5. Deteccidén y caracterizacion de integrones de clase 1, 2 y 3 en los aislados productores
de carbapenemasas.

6. Estudio de clonalidad en los aislados productores de carbapenemasas.

En aislados procedentes de portadores fecales:

1. Estudio de la prevalencia de pacientes portadores de enterobacterias con sensibilidad
disminuida a carbapenems en pacientes ingresados en el Servicio de Medicina
Intensiva del Hospital Clinico Universitario Lozano Blesa.

2. Deteccién de portadores de enterobacterias productoras de carbapenemasas en
pacientes ingresados en el Servicio de Medicina Intensiva del Hospital Clinico
Universitario Lozano Blesa.

3. Estudio de la sensibilidad a otros antibiéticos en las cepas identificadas.

4. Caracterizacion de los mecanismos implicados en la resistencia a B-lactamicos,
principalmente los asociados con fenotipo BLEE, AmpC vy presencia de
carbapenemasas.

5. Descripcion de las caracteristicas epidemiolégicas de los pacientes colonizados por
enterobacterias productoras de carbapenemasas.

6. Estudio de la proteina OmpK en aislados de K. pneumoniae multirresistentes

7. Deteccidn y caracterizacion de integrones de clase 1, 2 y 3.
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8. Estudio de clonalidad en los aislados productores de carbapenemasas y en los aislados
multirresistentes.

50









Material y métodos






Material y Métodos

1. Seleccion de los aislados estudiados

1.1. Aislados clinicos

Se ha estudiado la sensibilidad de un total de 40.557 aislados del orden de los
Enterobacterales obtenidos de muestras clinicas durante el periodo comprendido entre el 1 de
enero de 2012 y el 30 de septiembre de 2016 en el Servicio de Microbiologia del Hospital
Clinico Universitario Lozano Blesa de Zaragoza. Se seleccionaron un total de 51 cepas con un
perfil compatible con la presencia de carbapenemasas, siguiendo el criterio de seleccion
establecido para detectar sensibilidad disminuida a carbapenems por la European Society of
Clinical Microbiology and Infectious Diseases (EUCAST): CIM de ertapenem >0,5 pg/ml y/o
imipenem >2 ug/ml. Se recogié una cepa por paciente excepto en un paciente, en el que se

recogieron dos aislados por presentar diferente fenotipo de resistencia.

1.2. Aislados procedentes de pacientes colonizados

Durante el periodo de tiempo comprendido entre el 1 de abril de 2015 y el 30 de
septiembre de 2016, en el Servicio de Microbiologia del Hospital Clinico Universitario Lozano
Blesa, se recogieron aislados de enterobacterias procedentes de muestras de portadores
fecales obtenidas dentro del Programa Resistencia Zero llevado a cabo en el Servicio de
Medicina Intensiva del Hospital. Para ello, se han recogido tres hisopos (frotis nasal, frotis
faringeo y frotis rectal) de los pacientes al ingreso y posteriormente 1 vez a la semana durante
su ingreso en UCI. Durante este periodo, se recibieron un total de 1324 muestras procedentes
de 598 pacientes, que se procesaron utilizando los medios cromogénicos MRSA (Oxoid), ESBL
(Oxoid) y Brilliance-CRE Agar (Oxoid). Tras incubacién a 372C durante 18-24h se recuperaron
un total de 38 enterobacterias, una por paciente, obtenidas a partir del medio cromogénico

selectivo para deteccion de carbapenemasas Brilliance-CRE Agar (Oxoid).
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2. Identificacion y determinacidn de la sensibilidad a los
antibioticos

La identificacion bacteriana y los estudios de sensibilidad se realizaron mediante el
sistema semiautomético de microdilucion en caldo (MicroScan Walkaway®, Siemens
Healthcare, Espafia). Para la realizacion de esta técnica se utilizaron los paneles comerciales,
gue incluyen una bateria de antibiéticos en distintos pocillos y a diferentes concentraciones
que, tras inocular y rehidratar con una suspension estandarizada del microorganismo, se
incuban a 372C durante 18 h. A continuacién se determina la CMI, como la concentracion
antimicrobiana minima que muestre inhibiciéon del crecimiento. Estos paneles nos permiten
obtener la CMI en pg/mL de los antibidticos reflejados en la Tabla 4. Los puntos de corte
utilizados por el sistema MicroScan WalkAway® son los recomendados por The Clinical &
Laboratory Standards Institute (CLSI) y/o European Society of Clinical Microbiology and
Infectious Diseases (EUCAST), clasificando asi los aislados en distintas categorias de
sensibilidad a antibidticos: sensibles (S), sensibles a exposicion aumentada (l) o resistentes (R).
Posteriormente, la identificacion bacteriana se confirmd mediante espectrometria de masas

MALDI-TOF (BrukerDaltonicsGmbH, Leipzig, Germany).

Todos los aislados seleccionados se conservaron a -202C en crioviales Viabank™
(Medical Wire & Equipment Co, Corsham, Reino Unido), que contienen aproximadamente 0,5-

1 mL de un caldo nutritivo estéril crioprotector con 15-20% de glicerol.
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Tabla 4.- Concentraciones de los antibidticos presentes en el panel 53 de MicroScan
WalkAway® y puntos de corte para Enterobacterias obtenidos del EUCAST 2015 y CLSI 2015.

. CONCENTRACIONES PUNTOS DE CORTE
ANTIBIOTICO
(ng/ml) Sensible Resistente
Ampicilina 8-16 <8 >8
Amoxicilina / Ac. clavuldnico 8/4-16/8 <8 >8
Cefalotina 8-16 <8 232
Cefazolina 8-16 2 28
Cefuroxima 4-16 <8 >8
Cefoxitina 8-16 <8 232
Cefotaxima 1-32 <1 >2
Ceftazidima 1-16 <1 >4
Cefepime 1-16 <1 >4
Piperacilina / Tazobactam 8-64 <8 16
Aztreonam 1-16 <1 >4
Imipenem 1-8 <2 >8
Ertapenem 0,5-4 <0.5 >1
Gentamicina 2-8 <2 >4
Tobramicina 2-8 <2 >4
Amikacina 8-32 <8 >16
Ac. Nalidixico 16 <16 232
Ciprofloxacino 0,5-2 <0.5 >1
Tigecilina 1-2 <1 >2
Trimetoprim / Sulfametoxazol 2/38 <2/38 >4/76
Colistina 4 <2 >4
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3. Métodos fenotipicos de deteccion de mecanismos de

resistencia a antibioticos

Se realizd la deteccidn fenotipica de B-lactamasas de espectro extendido (BLEEs),

cefamicinasas (AmpC) y carbapenemasas de clase A y de clase B o metalo-B-lactamasas (MBL).

En las enterobacterias con AmpC se realizaron todos los test fenotipicos por duplicado:
en agar Mueller-Hinton (bioMérieux) y en agar Mueller-Hilton (bioMérieux) suplementado con
una concentracion de 50 mg/ml de cloxacilina, con el efecto de inhibir su AmpC para evitar

unos resultados falsamente positivos.
3.1. Deteccidn fenotipica de carbapenemasas

3.1.1. Test de sinergia de doble disco

El test de sinergia de doble disco se basa en la utilizacién de inhibidores de

carbapenemasas.

Para la deteccién de MBL se realizd un antibiograma con una distribucion determinada
de los discos: imipenem (10 ug) + disco blanco con 6ul de acido etilendiaminotetraacético
(EDTA) 0,5M pH=8,0 + ertapenem (10 pg) a una distancia de 1 cm. Se observa el fenotipo MBL
cuando se produce una deformacion del halo de inhibicién de los carbapenems en las
proximidades del disco de EDTA (Figura 8-2). Este estudio nos da una idea preliminar de la
presencia de algun tipo de carbapenemasa de tipo B en la cepa correspondiente, aunque

debera ser confirmado por técnicas moleculares.

En el caso de las carbapenemasas de clase A, se emplea 4cido 3-aminofenilborénico
(APB) en vez de EDTA. La disposicién de los discos es similar al caso anterior, pero colocando
en el disco en blanco 6 pl de acido 3-aminofenilborénico a una concentraciéon de 50 mg/ml

(Figura 8-1).
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(1)

(2)

Figura 8.- Test de sinergia de doble disco para la deteccion de carbapenemasas de clase A (1) y
clase B (2).

3.1.2. Test modificado de Hodge

Este test nos permite confirmar la produccidn de carbapenemasas en enterobacterias,

siendo el Unico método de deteccidon recomendado por el CLSI.

Se prepara una suspensién bacteriana a 0,5 McFarland de la cepa control E. coli ATCC
25922. Esta cepa se emplea como siembra base (en césped) de la placa de agar Mueller-Hinton
por su caracteristica de ser sensible a los carbapenems. Colocamos en el centro de la placa un
disco de ertapenem 10 pg. Con un asa estéril se siembra en linea desde el disco de antibiético
hacia el borde de la placa la cepa en estudio y unas cepas control positivo (que posea una
carbapenemasa) y control negativo (sensible a carbapenems). Incubar durante 18-24 horas a

37 °C.

En el caso de un resultado positivo se observara formacién de una punta de flecha por
el crecimiento de la cepa ATCC 25922 en la interseccidén entre el halo de inhibicién (generado
por la difusién del antibidtico) y la estria de siembra de la cepa de estudio productora de
carbapenemasa. Lo que ha sucedido es que la carbapenemasa de la cepa a estudio es liberada
al medio, degradando el carbapenem y permitiendo el desarrollo de la cepa E. coli control

(Figura 9).
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Figura 9.- Test modificado de Hode. A: resultado positivo (presencia de carbapenemasa).
B: resultado negativo

3.2 Deteccidon fenotipica de B-lactamasas de espectro ampliado

(BLEE)

3.2.1. Epsilon-test (e-test®)

El método de Epsilon-test (e-test’, bioMérieux) permite determinar la actividad
antimicrobiana ya que proporciona la concentracién minima inhibitoria (CMI, expresada en
ug/ml). El fundamento es similar a la difusion con disco, pero empleando en este caso tiras de
pldstico no poroso, de 6 cm de largo por 5 mm de ancho, que incorporan un gradiente definido

del antibidtico equivalente a 15 diluciones dobles seriadas.

Para la preparacion del inoculo se sigue el mismo protocolo que para la difusién en
disco. Al colocar la tira de E-test sobre la superficie del agar inoculado con el microorganismo,
se produce la difusién del antibiotico desde la tira hasta el agar, creando un gradiente
exponencial de las concentraciones del antibidtico. Tras la incubacion de la placa, se observara
una zona de inhibicion de forma elipsoidal y simétrica. La CMI sera el valor de la concentracion

correspondiente al punto de interseccidn del halo de inhibicidn con la tira.
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Para detectar la presencia de BLEEs, se realizaron las prueba comerciales E-test
(bioMérieux): Cefotaxima (0,25-16 pg/ml ) y Cefotaxima-Acido Clavuldnico (0,016-1 pg/ml)
(CT/CTL), Ceftazidima (0,5-32 pg/ml) y Ceftazidima-Acido Clavulanico (0,064-4 pg/ml) (TZ/TZL)
Cefepime (0,25-16 pg/ml) y Cefepime-Acido Clavulanico (0,064-4 pg/ml) (PM/PML).

3.3. Deteccion fenotipica de pB-lactamasas de tipo AmpC

plasmidicas

3.3.1. Epsilon-test (e-test’)

Se realizo solo en las cepas que no poseen AmpC o cefamicinasa cromosémica. En este
caso, la prueba comercial empleada fue el E-test Cefotetan (0,5-32 pg/ml) y Cefotetan-

Cloxacilina (0,5-32 pg/ml) (CN/CNI) (bioMérieux).

4. Extraccion y cuantificacion del DNA

4.1. Extraccion del DNA

Para la extraccion del DNA en todas las enterobacterias se utilizé6 el sistema
InstaGene™ PurificationMatrix (BioRad), que consiste en un equipo comercial que permite la
extraccion de DNA mediante resinas. Su matriz permite la absorcidn de los productos de la lisis
celular que interfieren en la PCR, facilitando la preparacién de DNA para su posterior

amplificacion.

A partir de un cultivo bacteriano puro, se realiza una suspensidon de una colonia en 1
ml de agua destilada estéril. Se centrifuga 1 min a 13000 rpm, y se desecha el sobrenadante. El
precipitado se resuspende en 200 ul de la resina de extraccidn InstaGene y se incuba 20 min a
56 oC. Posteriormente, se agita en vortex a alta velocidad durante 10s, y se hierve durante 8
min a 100 oC. Tras esta incubacidn, se agita nuevamente en vortex durante 10s. Por ultimo, se

centrifuga a 13000 rpm durante 5 min.
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4.2, Cuantificacion del DNA

La cuantificacidon y pureza del DNA extraido se comprobd con el espectrofotometro

Nanodrop® ND-100 que permite realizar lecturas de volimenes pequefios de muestra (1-3 ulL).

La concentracién de DNA se determind mediante la lectura de la absorbancia a 260
nm, para lo que se considera que una unidad de absorbancia (A,s=1) corresponde a una
concentracion de 50 pg/mL de DNA de doble hebra y a 20 pg/mL de DNA de cadena Unica,
aproximadamente. La pureza del DNA extraido se determina con el cociente entre las lecturas
a 260 y 280 nm. Una muestra con DNA puro presentard un cociente entre 1,8 y 2,0; mientras
gue la contaminacién con proteinas disminuye la relacidon por debajo de 1,8 y la presencia de
RNA da un cociente superior a 2,0. Los valores dptimos de concentracion de DNA para las PCR
realizadas son 400-600 ng/uL. En aquellos casos en que la concentracidn extraida fue superior,

se realizaron diluciones con agua destilada estéril.
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5. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

La reacciéon en cadena de la polimerasa (Polymerase Chain Reaction, PCR) es una
técnica de biologia molecular que permite amplificar un fragmento particular de DNA
delimitado por un par de cebadores. Para ello es necesario la accidn de una enzima, la DNA
polimerasa, que realiza la sintesis de DNA con ayuda de dos cebadores. El proceso se realiza de

forma ciclica en un termociclador, y cada ciclo esta dividido en tres fases:

e Desnaturalizacion: las dos hebras del DNA se separan. Se lleva a cabo a una

elevada temperatura.

e Hibridacion: se produce la unién de los cebadores por complementariedad al

DNA molde.

e Elongacion: se sintetizan cadenas complementarias monocatenarias gracias a
la accion de la DNA polimerasa termoestable, que incorpora nucleétidos a
partir del extremo 3’ del cebador en direccién 5’ 3’, utilizando como molde
la cadena de DNA previamente desnaturalizada. Generalmente se suele

emplear Taq polimerasa, cuya temperatura dptima de elongacién es 72°C.

Debido a que los productos de un ciclo sirven como moldes para el siguiente, cada
ciclo sucesivo duplica la cantidad de DNA. Por tanto, al final del proceso se obtiene un nimero

de moléculas de ADN de 2*, siendo X el nimero de ciclos realizados.
Para llevar a cabo la PCR se utilizaron los siguientes componentes:

e DNA de la muestra: es el DNA molde que queremos amplificar. Debe estar
exento de compuestos inhibidores como quelantes (EDTA) que recuden la

concentracién de iones Magnesio necesarios para llevar a cabo la reaccion.

e Primers o cebadores: son moléculas cortas, de entre 10 y 30 pares de bases,

gue son complementarios a la regidn que se quiere amplificar.

e DNA polimerasa: es la enzima que cataliza la sintesis de DNA.
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e Desoxirribonucledtidos trifosfato (dNTPs): se incorporaran durante el proceso
de elongacidn al extremo 3’ libre del cebador creando una cadena

complementaria por accién de la DNA polimerasa.

e Tampdn de la reaccién: proporciona el pH y la fuerza iénica necesaria para que

se produzca la reaccidn.

e Cloruro de magnesio (MgCl,): es el cofactor de la enzima.

Al afadir el conjunto de todos estos elementos formaremos la Master-Mix. Hay que
calcular un volumen final de Master-Mix en funcidn del nimero total de muestras a estudio,
afadiendo siempre un control positivo y un control negativo. El volumen final para cada tubo
de reaccidn, incluyendo el DNA, sera de 50 ul. Los componentes y cantidades empleadas se

indican en la Tabla 5.

Tabla 5. Reactivos y cantidades utilizados en la técnica de PCR

Concentracién Volumen por Concentracidn final de

Componentes ..
stock tubo reaccion
Primer directo (F) (Sigma) 25 uM 1l 0,5 uM
Primer reverso (R) (Sigma) 25 uM 1l 0,5 uM
Tampodn de reaccién
10X 5ul 1X
(“NH,4 buffer”) (Bioline)
dNTPs (Sigma) 10 mM 1l 0,2 mM
MgCl,(Bioline) 50 mM 1,5 ul 1,5mM
BioTag DNA polimerasa A
o 5 U/ul 0,3 ul 1,5U
(Bioline)
DNA - 10 ul -
Agua - Hasta 50 ulb -

°En las PCR con fragmentos superiores a 1500 pb se emplearon 0,5 pl de BioTagq DNA polimerasa.
®Volumen variable en funcién de si la PCR es simple o multiple.
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En todas las reacciones de PCR se incluyeron controles positivo y negativo. El control
positivo contenia DNA en el que se habia comprobado por secuenciacién la presencia del gen
qgue se desea amplificar. El control negativo contenia todos los componentes de la mezcla
excepto DNA. Las secuencias de los cebadores, las condiciones de amplificacién y los tamafios

de los fragmentos de DNA amplificados se describen a continuacion.

5.1. Deteccidn de genes codificantes de MBL

Se estudié la presencia de genes codificantes de MBL en todos los aislados
seleccionados, tanto aquellos con fenotipo MBL positivo como negativo. Se empleé una PCR
multiple para la deteccién de genes que codifican carbapenemasas de clase B. Las condiciones
especificas de esta PCR se especifican en la Tabla 6. En los resultados positivos, se repitié la

PCR especifica del gen codificante empleando Unicamente su pareja de primers.

Tabla 6.- Cebadores utilizados en la deteccidn de genes codificantes de MBL y condiciones de

amplificacion

Cebadores y tamaio del amplicén Condiciones de

lificacié Referencia
(secuencia 5’ = 3’) ampliticacion
SIM: 570 pb
F: TAZAAGGGATTCGGCATCG
R: TAATGGCCTGTTCCCATGTG
GIM: 477 pb
F: TCGACACACCTTGGTCTGAA
R: AACTTCCAACTTTGCCATGC
942C 5min 1 ciclo
F: GATGGTGTTTGGTCGCATA 522C 40s 36 ciclos (Ellington et al. 2007)
72°C 50s

R: CGAATGCGCAGCACCAG
722C 5min 1 ciclo

SPM: 271 pb

F: AAAATCTGGGTACGCAAACG
R: ACATTATCCGCTGGAACAGG

IMP: 188 pb

F: GGAATAGAGTGGCTTAAYTCTC®
R: CCAAACYACTAS GTTATCT®

*Y= C+T; S=G+C
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5.2. Deteccion de genes codificantes de carbapenemasas de clase

A.

Se utilizd una PCR multiple en la deteccién de genes codificantes de carbapenemasas
de clase A (Hong et al. 2012). En este caso, el volumen final en cada tubo de reaccién fue de 25
pul, y se empled otro tipo de polimerasa (“KAPA Taq HotStart DNA Polymerase”,
KAPABIOSYSTEMS). En la Tabla 7 se reflejan los reactivos y cantidades empleadas para la
realizacion de esta PCR. Se estudié la presencia de genes codificantes de carbapenemasas de

clase A en todos los aislados.

Tabla 7.- Reactivos y cantidades empleadas en la realizacion de la PCR multiplex de

carbapenemasas de clase A

Concentracion Volumen Concentracion

Componentes (distribuidor)

stock por tubo final
KPC-F, KPC-R (Sigma) 25 uM 0,5 ul 0,5 uM
SME-F, SME-R (Sigma) 25 uM 0,5 ul 0,5 uM
IMI-F, IMI-R (Sigma) 25 uM 0,5 ul 0,5 uM
GES-F, GES-R (Sigma) 25 uM 0,5 ul 0,5 uM
Tampon de reaccidon (KAPA

5X 2,5 ul 0,5X

BIOSYSTEMS)
dNTPs (Sigma) 10 mM 0,5 ul 0,2 mM
MgCl,(KAPA BIOSYSTEMS) 25mM 1,5 ul 1,5mM
BioTaq DNA polimerasa 5 U/l 0,1l 0,5U
(KAPA BIOSYSTEMS)
DNA - 5 pl -
Agua estéril - Hasta 25 pl -
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Tabla 8.- Cebadores utilizados en la deteccién de genes codificantes de carbapenemasas de

clase A y condiciones de amplificacién

Cebadores y tamaiio del amplicén

(secuencia 5’ = 3’)

Condiciones de

KPC: 638 pb

F: GTATCGCCGTCTAGTTCTGC
R: GGTCGTGTTTCCCTTTAGCC

SME: 551 pb

F: ACTTTGATGGGAGGATTGGC
R: ACGAATTCGAGCATCACCAG

IMI: 399 pb

F: TGCGGTCGATTGGAGATAAA
R: CGATTCTTGAAGCTTCTGCG

GES: 323 pb

F: GCTTCATTCACGCACTATT
R: CGATGCTAGAAACCGCTC

Carbapenemasa e Referencia
s amplificadas amplificacion
KPC-2 a KPC-10
SME-1 a SME-3 94°C 5min 1ciclo
94°C 30s H |
500C 30s  25ciclos  (Hongetal.
2012)

IMI-1,  IMI-2, 72°C 1min

NMC-A . .
722C 7min 1 ciclo

GES-1 a GES-9,
GES-11 a GES-15
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5.3. Deteccion de genes codificantes de otras carbapenemasas.

Para el analisis del gen portador de carbapenemasas tipo OXA-48 y NDM, las cuales no
estan incluidas en las anteriores PCR multples, se realizaron PCR especificas segun las

condiciones de la Tabla 9.

Tabla 9.- Cebadores y condiciones de amplificacidn para la deteccién de carbapenemasas no

incluidas en las PCR multiples.

Cebadores y tamaiio del amplicén Condiciones de .
- ’ e o Referencia
(secuencia 5’ = 3’) amplificacion
942C 3 min 1 ciclo
OXA-48: 743 pb 94°C 1 min
. . (Poirel et al. 2004)
F: TTGGTGGCATCGATTATCGG 578C 1 min 35 ciclos
R: GAGCACTTCTTTTGTGATGGC 728C 1 min
722C 5 min 1ciclo
942C 10 min 1 ciclo
NDM: 620 pb 94°C 30s
529C 40s 36ciclos (Poirel et al. 2011)
F: GGTTTGGCGATCTGGTTTTC 72°C 50s

R: CGGAATGGCTCATCACGATC
72°C 5 min
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5.4. Deteccion de genes codificantes de B-lactamasas de tipo

AmpC.

Se utilizé una PCR multiplex para detectar la presencia de B-lactamasas tipo AmpC,

siguiendo las condiciones descritas (Perez-Perez & Hanson 2002) (Tabla 10 y Tabla 11).

Tabla 10. Reactivos y cantidades para realizar la PCR multiplex AmpC.

Componentes Concentracion Volumen por Conce_ntracién
stock tubo final
CITM-F, CITM-R 25 uM 1,2 puL 0,6 uM
DHAM-F, DHAM-R 25 uM 1,2 uL 0,6 uM
MOXM-F, MOXM-R 25 uM 1,2 uL 0,6 uM
EBCM-F, EBCM-R 25 uM lpul 0,5 uM
AACM-F, AACM-R 25 uM lpul 0,5 uM
FOXM-F, FOXM-R 25 uM 0,8 pL 0,4 uM
e »
MgCl, (Bioline) 50 mM 1,5puL 1,5 mM
dNTPs 10 mM 1puL 0,2 mM
BIOTAQ™ DNA polimerasa 5U/ uL 0,3 uL 0,03 U/ pL
DNA - 10 L
Agua estéril - Hasta 50 plL
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Tabla 11. Cebadores y condiciones de amplificacién para la deteccién de B-lactamasas tipo

AmpC
Cebadores y tamaiio del amplicén B-lactamasas Condiciones de .
cpe eps ez Referencia
amplificadas amplificacion
(secuencia 5’ = 3’)
MOXM: 520 pb MOX-1, MOX-2,
F: GCTGCTCAAGGAGCACAGGAT CMY-1, CMY-8 a
R: CACATTGACATAGGTGTGGTGC CMY-11
CITM: 462 pb LAT-1 a LAT-4,
CMY-1 a CMY-7,
F: TGGCCAGAACTGACAGGCAAA
R: TTTCTCCTGAACGTGGCTGGC BIL-1
DHAM: 405 pb
DHA-1, DHA-2

F: AACTTTCACAGGTGTGCTGGGT
R: CCGTACGCATACTGGCTTTGC

AACM: 346 pb

F: AACAGCCTCAGCAGCCGGTTA
R: CCGCCGCAATCATCCCTACG

EBCM: 302 pb

F: TCGGTAAAGCCGATGTTGCGG
R: CTTCCACTGCGGCTGCCACTT

FOXM: 190 pb

F: ACATGGGGTATCAGGGAGATG
R: CAAAGCGCGTAACCGGATTGG

CMY-2: 1126 pb

F: AACACACTGATTGCGTCTGAC
R: CTGGGCCTCATCGTCAGTTA

DHA-1: 500 pb

F: GAGCTGAATGTCACCCATGC
R: TGAACATACATACCGGTGC

94°C 3 min 1 ciclo

AAC
94°C 30s
642eC 30s 25ciclos
72°2C 1 min
MIR-1T, ACT-1

72°C 7 min 1 ciclo

FOX-1 a FOX-5b

CMY-2

DHA-1

(Perez-Perez
& Hanson
2002)
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5.5. Deteccion de genes codificantes de B-lactamasas de espectro

extendido (BLEE).

La identificacion de BLEEs se realiz6 mediante PCR con primers para TEM, SHV y CTX-M
universal. Posteriormente se caracterizd el grupo CTX-M mediante PCR: grupo CTX-M-1, grupo
CTX-M-9 o grupo CTX-M-10 (Tabla 12).

Tabla 12. Cebadores y condiciones de amplificacién para la deteccién de B-lactamasas tipo
BLEE

Cebadores y tamaiio del amplicén Condiciones de

: e o Ref ;
(secuencia 5’ - 3’) amplificacién ererencia

94°C 5 min 1 ciclo
CTX-M-UNIVERSAL: 585 pb

94eC 30's
F: CGATGTGCAGTACCAGTAA 52°C 30s 35ciclos (Batchelor et al. 2005)
R: TTAGTGACCAGAATCAGCGG 728C 1 min

723C 5min 1ciclo

94°C 3 min 1 ciclo
CTX-M-9: 857 pb

94°C 455
F: GTGACAAAGAGAGTGCAACGG 62°C 45s 30ciclos (Coque et al. 2002)
R: ATGATTCTCGCCGCTGAAGCC 7920C 45

723C 10 min 1ciclo

942C 7 min 1 ciclo
CTX-M-3G: 1017 pb

94°C 50s
F: GTTACAATGTGTGAGAAGCAG 50°C 40s 35 ciclos (Pagani et al. 2003)
R: CCGTTTCCGCTATTACAAAC 682C 1 min

723C 10 min 1ciclo

942C 3 min 1 ciclo
CTX-M-10: 944 pb 949C 45s
562C 45s 30 ciclos (Coque et al. 2002)
72°C 455

F: CCGCGCTACACTTTGTGGC
R: TTACAAACCGTTGGTGACG

723C 10 min 1ciclo

962C 15s 1ciclo
SHV: 885 pb 962C 15 s
522C 15s 30ciclos (Pitout et al. 1998)
72°2C 2 min

F: CACTCAAGGATGTATTGTG
R: TTAGCGTTGCCAGTGCTCG

723C 3 min 1ciclo
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94°C 10 min 1 ciclo

TEM: 1080 pb 942°C 30s
502C 30s 35ciclos (Weill et al. 2004)
F. ATAAAATTCTTGAAGAC 72°C 1 min

R: TTACCAATGCTTAATCA
723C 10 min 1ciclo

5.5.1. Entornos genéticos de BLEEs tipo CTX-M

Se estudiaron los entornos genéticos inmediatos de las BLEE de tipo CTX-M obtenidas,
segun las condiciones reflejadas en la Tabla 13. El numero que define el cebador es el otorgado

para su localizacién en la Figura 10.

Tabla 13. Cebadores empleados para caracterizar el entorno genético de BLEEs tipo CTX-M.

Cebadores y tamafio del amplicén Condiciones de

lificacid Referencias
(secuencia 5’ = 3’) ampliticacion

94°C 5 min 1 ciclo

sull-orf513 (ISCR1): 2120pb 942C 1 min

Larti tal.
(1) sull-F: TGGTGACGGTGTTCGGCATTC 602C 1 min 30 ciclos ( ar;%%i;e ®
(2) orf513-D3: CTCACGCCCTGGCAAGGTTT 72°C 1 min

723C 5min 1ciclo

942C 5 min 1 ciclo

orf513-blacry.m: 1600 pb 94°C 1 min

Larti I
(3) orf513-D5: CTTTTGCCCTAGCTGCGGT 58°C 1min 35ciclos art;%‘(’)i)eta
(4) MA3(CTX-M): ACYTTACTGGTRCTGCACAT® 72°C 1 min

722C 5min 1ciclo

94°C 5 min 1ciclo

blacrx.m-orf1005: 1729 pb 94°C 1 min

E .
(5) M9rlower: GAGAATCATCGCCGAAGGG 55¢C 1min 30ciclos | C';eorgf)t al
(6) Orf1005-R: ATCCATAATAGCATCCATCAT 72°C 3 min

722C 5min 1ciclo
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942C 3 min 1ciclo

|SECp1- blaCTx.M: 831 pb 94eC 30s
(Saladin et al.
(7) ISEcp1U2: AATACTACCTTGCTTTCTGA 552C 30s 30 ciclos
2002)
(8) MA3(CTX-M): ACYTTACTGGTRCTGCACAT? 728C 30s
722C 7 min 1ciclo
94°C 3 min 1ciclo
(Saladin et al.
(9) 1S26U: AGCGGTAAATCGTGGAGTGA 552C 30s 30 ciclos
2002)
(10) MA3(IS26): CGCCATAACTTTACTGGTA 72°C 305

722C 7 min 1ciclo

94°C 3 min 1ciclo
blacrym- 1S903: 1200 pb, 320 pb

94eC 1 min

(11) M9 1S903: CTACGGCACCACCAATGATA (Eckert et al.

552C 1 min 30 ciclos

(12) 15903 reverse: CGGTTGTAATCTGTTGTCCA 2004; Vinué 2010)

722C 1 min

(13) 1S903 r5’Eckert: CATCATCCAGCCAGAAAGTT
72°C 7 min 1 ciclo

94°C 3 min 1ciclo

bIGCTX_M—Orf477: 450 pb 94°C 1 min

(Eckert et al.
(14) M3 int upp: TCACCCAGCCTCAACCTAAG 552C 1 min 30 ciclos )
2004

(15) ORF1 polM3: GCSCCGACACCCTCACACCT®  72°C 1min

722C 7 min 1 ciclo

94°C 5 min 1ciclo
Intl1 - dfrA16: 1100 pb 94°C 30s
(16) Intllcentro: CGAAATCCAGATCCTTGACCC 622C 30s 30ciclos
(17) dfrA1-R: TTAACCCTTTTGCCAGATTT 722C 1 min

722C 8 min 1 ciclo
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Intl1-aadA2: 1800 pb

(16) Intllcentro: CGAAATCCAGATCCTTGACCC

(18) aadA1-R: ATCCTTCGGCGCGATTTTG

942C

942C

5 min 1 ciclo

30s

30s 30ciclos

1 min

8 min 1 ciclo

dfrA16-aadA2: 1300 pb

(19) dfrAl-F. GTGAAACTATCACTAATGG

(18) aadA1-R: ATCCTTCGGCGCGATTTTG

5 min 1 ciclo

30s

30s 30ciclos

1 min

8 min 1 ciclo

°Y=CoT;R=A0G;S=CoG.

Figura 10.- Posibles entornos genéticos de los genes blaCTX-M y posicidn de los cebadores

utilizados para su estudio
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5.6. Analisis de integrones.

Material y Métodos

Se estudid la presencia de integrones en las cepas portadoras de carbapenemasas y en

las cepas obtenidas de portadores fecales.

En la Tabla 14 se reflejan los cebadores y las condiciones empleadas para la deteccién

de la presencia integrones de clase 1, 2 y 3 mediante amplificacion de su integrasa, el

segmento 3' conservado caracteristico del integrén de clase 1 asi como la regién variable del

integrén de clase 1. Cuando las regiones variables de los integrones tenian un tamafio elevado

(superior a 1500 pb) fue necesario recurrir a la técnica de mapeo por PCR donde, combinando

diferentes cebadores tanto para amplificar como para secuenciar, se sucedian los fragmentos

de manera solapante permitiendo obtener el integron completo.

Tabla 14. Cebadores y condiciones de amplificacién para la deteccion de integrones de clase 1,

2y 3.

Cebadores y tamaiio del amplicon
(secuencia 5’ = 3’)

Condiciones de
amplificacion

Referencia

Int-1: 483 pb
F: GGGTCAAGGATCTGGATTTCG
R: ACATGGGTGTAAATCATCGTC

94¢eC

94¢eC

5 min 1 ciclo

30s

30s 30 ciclos

1 min

8 min 1 ciclo

(Mazel et al. 2000)

Int-2: 788 pb
F: CACGGATATGCGACAAAAAGGT
R: GTAGCAAACGAGTGACGAAATG

5 min 1 ciclo

30s

30s 30 ciclos

1 min

8 min 1 ciclo

(Mazel et al. 2000)

Int-3: 979 pb
F: GCCTCCGGCAGCGACTTTCAG
R: ACGGATCTGCCAAACCTGACT

5 min 1 ciclo

30s

30s 30 ciclos

1 min

8 min 1 ciclo

(Mazel et al. 2000)

QacEA1-Sull: 1125 pb
Qac - F: GGCTGGCTTTTTCTTGTTATCG
Sull - R: GCGAGGGTTTCCGAGAAGGTG

94eC

94eC
62°C
72°C

723C

5 min 1 ciclo

30s

30s 30ciclos

1 min

8 min 1 ciclo

(Mazel et al. 2000)
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94°C 5 min 1 ciclo

RV-Intl: tamafo variable 94°C 30s
F: CGAAATCCAGATCCTTGACCC 62°C 30s 30ciclos (Lévesque P.H 1993)
R: AAGCAGACTTGACCTGA 72°C 1 min

723C 8 min 1 ciclo

5.6.1. Otras PCR realizadas para el andlisis de integrones

Tabla 15. Cebadores y condiciones para la deteccidn de genes relacionados con la resistencia
a aminoglucésidos.

Cebadores y tamaiio del amplicén Condiciones de

: e s Ref i
(secuencia 5’ - 3’) amplificacién ererencia

94°C 5 min 1 ciclo
aac(6’)lb: 482 pb

942C 45 (Park et al. 2006)
F: TTGCGATGCTCTATGAGTGGCTA 550C 455 34 ciclos :
R: CTCGAATGCCTGGCGTGTTT 729C 45

723C 8 min 1ciclo

942C 5 min 1 ciclo
aadA1l: 282 pb

94°C 1 min
F: GCAGCGCAATGACATTCTTG 602C 1min 35 ciclos (Madsen et al. 2000)
R: ATCCTTCGGCGCGATTTTG 72°C 1 min

72°C 8 min 1 ciclo

952C 5 min. 1ciclo
aadA>5: 453 pb

952C 1 min. .
F: CTTCAGTTCGGTGAGTGGC 54°C  1min. 35 ciclos (Wei et al. 2009)
R:CAATCGTTGCTTTGGCATAT 72°C 1 min

722C 10 min. 1 ciclo
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Tabla 16. Cebadores y condiciones para la deteccién de genes relacionados con la resistencia
plasmidica a quinolonas y entornos genéticos.

Cebadores y tamaiio del amplicon Condiciones de .
T ’ e o Referencia
(secuencia 5’ = 3’) amplificacion
952C 5min 1ciclo
qgnrA: 650 pb 959C 1 min
0 . . .
F: GGGTATGGATATTATTGATAAA 3202 12:: 40 ciclos (Cattoir et al. 2007)

R: CTAATCCGGCAGCACTATTA
723C 7 min 1 ciclo

94°C 5min 1ciclo

qnrB: 469 pb

94°eC 45s

W .2

F: GATCGTGAAAGCCAGAAAGG 532C 455 35 ciclos (Wang et al. 2008)
R: ACGATGCCTGGTAGTTGTCC 72°C 1 min

722C 7 min 1ciclo

952C 5 min 1ciclo
gnrC: 307 pb 95C 1 min

0 . . .

E: GGGTTGTACATITATTGAATCG 55¢C 1m!n 35 ciclos (Kim et al. 2009)

72°C 1 min

R: CACCTACCCATTTATTTTCA
72°C 7 min 1 ciclo

95°C 5min 1 ciclo

gnrD: 581 pb
952C 1 min
F: CGAGATCAATTTACGGGGAATA 552C 1 min 35 ciclos (Cavaco et al. 2009)
R: AACAAGCTGAAGCGCCTG 72¢C 1 min
72°C 7 min 1 ciclo
959C 5min 1ciclo
gnrS: 550 pb
952C 1 min
F: AGTGATCTCACCTTCACCGC 552C 1 min 35 ciclos (Cattoir et al. 2007)
R: CAGGCTGCAATTTTGATACC 72°C 2 min
723C 7 min 1ciclo
962C 1min 1ciclo
qepA: 500 pb 96°C 1 min
E: GGACATCTACGGCTTCTTCG 602C 1 min 30 ciclos (Yamane et al. 2008)
' 72°C 1min

R: CAACTGCTTGAGCCCGTAG
723C 5min 1 ciclo
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94°C 5min 1ciclo
qnrB-psp2: AAATTTAAYCAGAAARAAGC oo o
Bnew-R: CGATGCCTGGTACTTGTCC -
anrBnew-R: CGATGCLTGG G 55¢C 455 30 ciclos (Jacoby et al. 2011a)
. .
(787 pb) 722C 1 min
723C 7 min 1 ciclo
qnrB-psp2: AAATTTAAYCAGAAAAAAGC
qnrB-sc3: GCTSARGAGAACAGCTATAC
94°C 5min 1ciclo
qneBnew-F: GATCGTGAAAGCCAGAAAGG
sapA-F: GCAGCAGCCTGACCACTC 949C 1 min
552C 1 min 35 ciclos
qnrB-psp2: AAATTTAAYCAGAAAAAAGC  659C 8 min (Jacoby et al. 2011a)
qnrB-ds2: AAGAGTGGAAAATTTCCACA
723C 58min 1ciclo

gnrB-psp2: AAATTTAAYCAGAAAAAAGC
gnrB-ds3: ATGGCTGAAGTTGAGATTAT

78



5.7. Estudio de la porina OmpK

Material y Métodos

Se realiz6 el estudio de la porina OmpK en las cepas de Klebsiella pneumoniae

recogidas de los portadores fecales. Para ello, se amplificd por PCR el gen OmpK con las

condiciones de amplificacién que se muestran en la Tabla 17, y posteriormente se llevé a cabo

su secuenciacién. Las secuencias se compararon con cepas de referencia de OmpK35,

OmpK36, OmpK37 (GenBank accession no. AJ011501, Z33506 y AJ011502, respectivamente).

Tabla 17. Cebadores utilizados en el estudio del gen OmpK y condiciones de amplificacion

Cebadores y tamaiio del amplicon
(secuencia 5’ = 3’)

Condiciones de
amplificacion

Referencia

952C 5 min
OmpK 35: 738 pb 95°C 1 min _
F: TGATCCCTGCCCTGCTGGT 542C  1min 35 ciclos (Lee et al. 2007)
R: CCGGAGTCATGTTGTAAGTCT 722C 2 min

72eC 10 min

952C 5 min
OmpK 36: 1107 pb 952C 1 min
F: ACAGAGGGTTAATAACATGAA 54eC  1min 35 ciclos (Lee et al. 2007)
R: TAGAACTGGAAACCAGGC 72°C 2 min

72eC 10 min

952C 5 min
OmpK 37: 1200 pb 952C 1 min , .
F: CCGGATCCTAAAGCATGAGTTC 54°C  1min 35 ciclos (Do”;ir;‘fcrgsg‘;r;mez
R: GGGGATCCGCATCAGAACTGG 72°C 2 min '

72eC 10 min
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6. Electroforesis en gel de agarosa

Para la visualizacion de los fragmentos amplificados por PCR se empled la

electroforesis en gel de agarosa. Esta técnica nos permite separar de forma unidireccional los

fragmentos de DNA de diferente tamafio mediante la accion de un campo eléctrico. La

movilidad electroforética de los diferentes fragmentos depende del tamaio y la conformacién

del DNA, asi como de la porosidad del gel y de la corriente eléctrica aplicada.

Para la preparacidn del gel se utilizdé una concentracién de agarosa entreel 1y el 2 %

en tampoén TBE 1X, dependiendo del tamaino de los fragmentos de DNA a separar: a mayor

tamanfio de banda esperada, mayor porcentaje de agarosa.
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Preparacion del tampdn TBE: a partir de una concentracion comercial de TBE 10X (Tris
1 M, acido bérico 0,9 M, EDTA 0,01 M pH 8) (Tris, Gibco®) se prepara la disolucién de

trabajo TBE 1X con agua estéril.

Se mezcla la cantidad correspondiente de agarosa (Agarose, Fisher BioReagents®) en

TBE y se lleva a ebullicién hasta su total disolucion.

Para poder visualizar las bandas, se afiade una solucién acuosa de bromuro de etidio

(0,5 pug/ml).

La solucidn se vierte en el molde preparado para la electroforesis y se deja solidificar

dentro de la campana de flujo laminar.

Una vez solidificado, se coloca el gel en la cubeta de electroforesis y se carga cada
pocillo con 10 pl del producto de PCR mezclados con 3 pul de tampdn de carga (1% SDS,
50% glicerol, 0,05% azul de bromofenol). Uno de los pocillos siempre se carga con 3 pl
de marcador de peso molecular segln los tamafios de amplicdn esperados se pueden
utilizar distintos marcadores de peso molecular (Bioline): Hyperladder IV (100 pb) o

Hyperladder | (200 pb). La electroforesis se desarrollé a 100 V en TBE 1X.

Una vez finalizada la electroforesis, el gel se visualiza en un transluminador ultravioleta
(Gel Doc EZ Imagener), y se fotografiaron las bandas con el software Imagelab (Bio-

Rad).
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7. Secuenciacion

La secuenciacidon de los fragmentos amplificados por PCR se llevd a cabo para la
identificacion de diferentes genes de resistencia y sus entornos, en la deteccidn de mutaciones
del gen OmpK, en el andlisis de integrones y en el estudio de MLST. Se emplearon para la
secuenciacién los mismos cebadores que en las diferentes reacciones de PCR, excepto en
algunos casos que se tuvieron que disefar para secuenciar completamente el fragmento
amplificado. La secuenciacidon se realizé por el Servicio de Secuenciaciéon del Centro de
Investigacion Biomédica de La Rioja (CIBIR) con el secuenciador ABI 3130 VL (Applied

Biosystems).

7.1. Analisis de secuencias

Las secuencias obtenidas se analizaron empleando el software Chromas Lite, asi como

las siguientes herramientas informaticas:

Tratamiento de las secuencias: Extended Nucleic Acid Sequence Massager

(http://www.cmbn.no/tonjum/seqMassager-saf.htm)

- Andlisis y comparacién de las secuencias obtenidas con la secuencia patrén: Clustal

Omega (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/)

- Traduccién de aminodacidos: EMBOSS Transeq

(https://www.ebi.ac.uk/Tools/st/emboss transeq/)

- Comparacion con la base de datos GenBank: Basic Local Alignement Search Tool

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)

- Analisis de la accion de las enzimas de restriccion: NEBcutter V2.0

(http://nc2.neb.com/NEBcutter2/)

- Anadlisis de secuencia tipo: Klebsiella pneumoniae MLST database del Instituto Pasteur

(http://bigsdb.pasteur.fr/klebsiella/klebsiella.html)

- Estudio de integrones: INTEGRALL (http://integrall.bio.ua.pt/?)

- Estudio de secuencias de insercion: ISFinder (https://www-is.biotoul.fr//)
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Material y Métodos
8. Tipificacion molecular

8.1. Electroforesis en Campo Pulsado (PFGE, Pulsed Field Gel

Electrophoresis)

El protocolo utilizado fue el propuesto por R. K. Gautom (1997) modificado
ligeramente. Este protocolo se utiliza para el estudio de la relacién clonal de bacterias gram

negativas. Se utilizd la enzima de restriccion Xbal (40 U) (TAKARA Biotechnology, Dalian, China)

Preparacion de insertos: A partir de un cultivo puro de 24 horas en placa de agar BHI,
se inocularon varias colonias en 3 mL de BHI liquido y se incubaron toda la noche (overnight,
16 h) a 37 2C con agitacion. Se centrifugd 1 mL del cultivo a 13000 rpm durante 2 min (en caso
necesario, repitiendo la centrifugacién) y se elimind el sobrenadante. El precipitado se
resuspendid en 1 mL de buffer TE (10 mM Tris-HCl pH 8 1 mM EDTA pH 8) y se centrifugd a
13000 rpm durante 2 min. Se elimind de nuevo el sobrenadante y se volvié a resuspender en 1
mL de TE. Se preparo agarosa (Pulsed Field Certified Agarose, BioRad) al 1,5% en buffer TE y se
mantuvo a 56 2C. Se mezclaron 0,5 mL de la suspensidn bacteriana con 0,5 mL de agarosa y se
distribuyd en los moldes, preparando 3 insertos por cepa. A continuacion, se dejo solidificar

unos minutos a 4°C.

Lisis de insertos: Se afiadieron 3 mL de buffer de lisis (50 mM Tris-HCI pH 8, 50 mM
EDTA pH 8, 1% sarcosil, 1 mg/mL proteinasa K) en cada tubo que albergaba los tres insertos de
la cepa correspondiente y se dejd incubar en un bafio de agua a 56 2C con agitacion durante

toda la noche (overnight, 16 h).

Lavado de insertos: Tras elimina el buffer de lisis, se realizaron los siguientes lavados
en un bafio con agitacion a 562C: 1) 10 mL de agua destilada estéril cada 10 min, tres veces; 2)
10 mL de buffer TE con tiourea (0,005 g de tiourea en 1 L TE) durante 30 min, tres veces; y 3)
10 mL de buffer TE con tiourea durante 30 min a temperatura ambiente con agitacién. Los

insertos se conservaron en un nuevo buffer TE con tiourea a 4 2C hasta su utilizacion.

Digestion enzimatica de insertos: Para la digestidon enzimatica se utilizé la mitad de un
inserto de cada cepa en estudio. El volumen final fue de 100 puL de la mezcla de digestién
compuesta por: 2,6 UL de enzima Xbal (40 U) + 10 pL de BSA (0,1%) + 10 uL de NE Buffer 4

(10X) + 77,4 uL de agua destilada estéril. Se incubd durante 6 h en un bafio de agua a 37 2C.
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Preparacion del gel de agarosa: Se disolvid agarosa (Pulsed Field Certified Agarosa,
BioRad) al 1% en TBE 0,5X, se vertio sobre el molde para hacer el gel, preparado previamente
con el peine correspondiente, y se dejo solidificar a temperatura ambiente. Los pocillos se
rellenaron con los insertos dejando el primero y Ultimo de los mismos para el marcador de
tamafio (Lambda Ladder PFG Marker Biolabs) y se sellaron con agarosa de la misma

concentracion a 50 ©C.

Electroforesis: Se realizd en una cup de electroforesis de campos pulsados CHEF-DR I
(BioRad) con 2 L de TBE 0,5X suplementado con tiourea 75 uM. Las condiciones de
electroforesis fueron: 1) Una rampa lineal pulsada de 1 a 30 segundos durante 23 h con un

gradiente de voltaje 6 V/cm a 14 °C.

Tincién del gel y visualizacidn: La tincidn del gel se llevé a cabo en una solucién acuosa
de 300 mL de Bromuro de Etidio (BrEt) (30 uL/300 mL) durante 20 min. El gel se visualizé en un
transiluminador ultravioleta y se fotografié con captador de imagenes (Image Store 5000,

UVP). Posteriormente se destifié el gel con agua miliQ.

Analisis de los patrones: Los patrones se compararon visualmente y se clasificaron en
indistinguibles, si los aislados presentaban el mismo nimero de bandas y aparentemente del
mismo peso molecular, estrechamente relacionados, cuando los aislados presentaban de dos a
tres bandas diferentes, posiblemente relacionados, si los patrones de los aislados presentaban
de cuatro a seis bandas distintas, o diferentes, generalmente cuando los patrones se
diferencian en mds de 7 bandas, segun las directrices propuestas por Tenover y colaboradores
(Tenover et al. 1995). Para la comparacién de los diferentes patrones obtenidos se utilizé el

software Gell v.1.3.

8.2. Determinacidon de la Secuencia Tipo (MLST)

Esta técnica se llevo a cabo en los aislados de K. pneumoniae de portadores fecales con
distinto patrén de PFGE.

En la tipificacidn molecular se empled la técnica de “MultiLocus Sequence Typing”
(MLST) basada en el estudio de las secuencias nucleotidicas de 7 genes internos que codifican
fragmentos estables en cada género bacteriano. Estos genes se denominan “housekeeping” y
la combinacién de los 7 alelos determina la secuencia tipo (ST). La técnica de MLST ha sido

desarrollada y disefiada para identificar clones o lineas clonales en poblaciones bacterianas,
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por lo que se considera un marcador molecular de aplicacién en epidemiologia global tanto a
corto como a largo plazo.

Las secuencias nucleotidicas de los cebadores y las condiciones utilizadas, asi como los
tamanfios de amplicones buscados se representan en la Tabla 18 (Diancourt et al. 2005). Para la
secuenciacion de los genes, se emplearon los mismos cebadores que para la reaccién de PCR

excepto en el caso de infBy pgi (Tabla 19).

Tabla 18. Secuencia nucleotidica de los cebadores utilizados para la determinacion de la
Secuencia Tipo.

Cebadores Condiciones de Tamarfio del

(secuencia 5'=> 3') amplificacion amplicén
rpoB
F:Vic3: GGCGAAATGGCWGAGAACCA 1075 pb
R: Vic2: GAGTCTTCGAAGTTGTAACC
gapA
F:gapA173: TGAAATATGACTCCACTCACGG 662 pb
R:gapA181: CTTCAGAAGCGGCTTTGATGGCTT
mdh
F:mdh130: CCCAACTCGCTTCAGGTTCAG 756 pb

94°C 2 min 1 ciclo
R:mdh867: CCGTTTTTCCCCAGCAGCAG

94°C 20s
i
Pg . 50°C°30s 35 ciclos
F:pgilF: GAGAAAAACCTGCCTGTACTGCTGGC 566 pb
R:pgilR: CGCGCCACGCTTTATAGCGGTTAAT 720C 30's
72°C 5 min 1 ciclo
phoE
F:phoE604.1: ACCTACCGCAACACCGACTTCTTCGG 602 pb

R:phoE604.2: TGATCAGAACTGGTAGGTGAT

infB
F:infB1F: CTCGCTGCTGGACTATATTCG 462pb
R:infB1R: CGCTTTCAGCTCAAGAACTTC

tonB
F:tonB1F: CTTTATACCTCGGTACATCAGGTT 539 pb
R:tonB2R: ATTCGCCGGCTGRGCRGAGAG

®La temperatura de annealing en todos los casos es de 502C excepto en los genes gapA (602C) y tonB
(459C).

84



Material y Métodos

Tabla 19. Secuencia nucleotidica de los cebadores utilizados para la secuenciacidn de los genes
infBy pgi para la determinacidn de la Secuencia Tipo.

Cebadores
Gen
(secuencia 5'> 3')
F:infB2F: ACTAAGGTTGCCTCCGGCGAAGC
infB
R: infB1R: CGCTTTCAGCTCAAGAACTTC
pgi F: pgi2F: CTGCTGGCGCTGATCGGCAT

R: gi2R: TTATAGCGGTTAATCAGGCCGT

Los amplicones obtenidos fueron secuenciados, analizados y comparados con la base

de datos del Instituto Pasteur http://bigsdb.pasteur.fr/klebsiella/klebsiella.html. La

combinacion de los 7 alelos nos proporciond la secuencia tipo que nos permite tipificar las

diferentes cepas.

8.3. Analisis filogenético

El grupo filogenético de Klebsiella pneumoniae se puede determinar mediante el
analisis de variaciones en la secuencia del gen cromosdmico gyrA, codificante de la enzima
DNA girasa. Concretamente, en funcién de las variaciones detectadas hasta el momento, se
han establecido tres grupos filogenéticos: Kpl, Kpll y Kplll. Las variaciones que determinan
dichos grupos son reconocidas por las enzimas de restriccidn Tagl y Haelll, por lo que
empleando la técnica de PCR-RFLP se obtiene un patrén de bandas especifico para cada uno de

los grupos filogenéticos sefialados (Brisse et al. 2004).

Se realizd el estudio filogenético en las cepas de K. pneumoniae obtenidas de

portadores fecales.
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Procedimiento:

= Extraccion del DNA.

=  PCR. Se amplificard un fragmento de 411 pb del gen gyrA utilizando los reactivos

especificados en la Tabla 20. Las condiciones de reaccidn fueron: 1) 94eC, 4 min, 1

ciclo; 2) 942C, 1 min; 509C, 30 s; 722C, 30s; 35 ciclos; 3) 722C, 5 min, 1 ciclo.

Tabla 20. Reactivos empleados en la amplificacidn del fragmento del gen gyrA para el estudio
del grupo filogenético de Klebsiella pneumoniae

Concentracion

Volumen por

Concentracion

Componentes stock tubo final
Cebador: gyrA-F

CGCGTACTATACGCCATGAACGTA 25uM lut 0,5uM
Cebador: gyrA-R

ACCGTTGATCACTTCGGTCAGG 25 kM lul 0,5 M
Tampdn de reaccién

(“NH, buffer”) (Bioline) 10X > uL X
MgCl, (Bioline) 50 mM 1,5 uL 1,5 mM
dNTPs 10 mM 1puL 0,2 mM
BIOTAQ™ DNA  polimerasa

(Bioline) 5U/ uL 0,3 uL 1,5U
DNA - 10 plL

Agua estéril - Hasta 50 uL

= Digestién. Los productos de PCR obtenidos se digerirdn con las enzimas Tagl y Haelll

cuyas secuencias de reconocimiento son las siguientes:

Tagl |TCGA

Haelll |GG CC

Los reactivos empleados se representan en las Tabla 21 y 22.
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Tabla 21. Reactivos empleados por muestra en la digestion enzimatica con Haelll.

Cantidades
Reactivos
(por muestra)

Buffer 10X 2 ul
Producto PCR 7 uL
Enzima 1ul
H,O 10 pL
Volumen final 20 uL

Condiciones: Incubar a 372C en estufa overnight (16 h)

Tabla 22. Reactivos empleados por muestra en la digestion enzimatica con Taqgl.

Cantidades
Reactivos
(por muestra)

Buffer 10X 2 uL
BSA 2l
Producto PCR 7 uL
Enzima 1pL
H,0 8 uL
Volumen final 20 pL

Condiciones: Incubar a 652C en un bafio overnight (16 h)

= Electroforesis. Finalmente, se cargara el volumen total digerido en un gel de agarosa al

2% durante 1,5h a 86V y se analizaran los resultados obtenidos.
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Resultados

1. Aislados clinicos

1.1. Datos clinicos y epidemioldgicos

Durante el periodo de tiempo comprendido entre el 1 de enero de 2012 y el 30 de
septiembre de 2016 se estudiaron en el Servicio de Microbiologia del Hospital Clinico
Universitario Lozano Blesa de Zaragoza (HCULB) un total de 40.557 enterobacterias, de las
cuales se aislaron un total de 51 cepas de 50 pacientes con sensibilidad disminuida a
carbapenems, lo que representa el 0,13% de los aislados. Estas cepas fueron obtenidas a partir
de las siguientes muestras clinicas: absceso (3), aspirado traqueal (1), broncoaspirado (5), bilis
(2), catéter central (1), esputo (4), frotis vaginal (2), fistula (1), herida no quirurgica (2), herida
quirargica (5), lesidon de piel (3), liquido peritoneal (3), orina (12), prétesis (1), sangre (6).
Unicamente se estudié una cepa por paciente excepto en un paciente, en el que se recogieron

dos aislados por presentar diferente fenotipo de resistencia.

Las cepas recogidas fueron: 23 Enterobacter cloacae (45,10%), 10 Klebsiella aerogenes
(19,61%), 6 Citrobacter freundii (17,76%), 6 Escherichia coli (11,76%), 5 Klebsiella pneumoniae
(9,80%) y 1 Serratia marcescens (1,96%).

De los 50 pacientes, 25 (50%) fueron hombres y 25 mujeres (50%) con una edad media
de 68,5 afios. Cuarenta y un pacientes estaban ingresados y los 9 restantes procedian de
Atencidon Primaria. La mayor parte de los pacientes hospitalizados con aislamiento de
enterobacterias con sensibilidad disminuida a carbapenems (29,3%) estaban ingresados en la
Unidad de Cuidados Intensivos (UCI). El resto, estaban ingresados en los Servicios de Cirugia
General (17,1%), Urgencias (17,1%), Medicina Interna (14,6%), Angiologia y Cirugia Vascular
(7,3%), Aparato Digestivo (4,9%), Enfermedades Infecciosas (2,4%), Neumologia (2,4%),

Otorrinolaringologia (2,4%) y Radiologia Vascular Intervencionista (2,4%) (Figura 11).
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Figura 11. Distribucidn (%) por Servicios de los pacientes hospitalizados.

E UCI 29,3% H Urgencias 17,1%

I Cirugia General 17,1% H Medicina Interna 14,6%

& Angiologia y Cirugia Vascular 7,3% B Aparato Digestivo 4,9%

i Radiologia Vascular Intervencionista 2,4% B Otorrinolaringologia 2,4%

kd Neumologia 2,4% M Enfermedades Infecciosas 2,4%
1.2, Estudio de la sensibilidad a antibidticos

Se obtuvieron 29 aislados resistentes a ertapenem (56,8%), 5 resistentes a ertapenem e
imipenem (9,8%), 14 resistentes a ertapenem y sensibilidad intermedia a imipenem (27,5%), y 3
sensibles a ertapenem vy sensibilidad intermedia a imipenem (5,9%). La resistencia global a
ertapenem fue del 96,1% mientras que a imipenem fue del 9,8%. No se encontrd ninguna cepa

con sensibilidad a ambos carbapenems (ertapenem e imipenem).

Un total de 11 cepas presentaron fenotipo BLEE (21,6%), 5 fenotipo AmpC plasmidica
(9,8%), 8 fenotipo MBL (15,7%) y 28 (54,9%) no presentaron ningun fenotipo de resistencia
caracteristico. De los aislados con fenotipo MBL, una cepa presentaba también fenotipo BLEE.
No se encontré ninguna cepa con un fenotipo caracteristico de carbapenemasa de clase A.
Cuarenta y seis (90,2%) aislados mostraron un resultado positivo con el test de Hodge
modificado realizado con ertapenem. Los fenotipos de los aislados y los porcentajes de

resistencia a los antibidticos se presentan en la Tabla 24.
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Tabla 23.- Caracteristicas fenotipicas de los aislados con sensibilidad disminuida a carbapenems
procedentes de muestras clinicas.

. . Pacientes sin
. Pacientes . Pacientes .

I Pacientes . Pacientes . fenotipo de
Caracteristicas de los . con fenotipo . con fenotipo . .
aislados con fenotipo pAMPC? con fenotipo BLEE y MBL resistencia

BLEE (n=10) (n=5) MBL (n=7) (n=1) caracteristico
- - (n=28)
Especie aislada:

Citrobacter freundii 1(10%) - 5(71,43%) 0 (0%) 0 (0%)
Klebsiella aerogenes 1(10%) - 2 (28,57%) 1(100%) 6 (21,4%)
Enterobacter cloacae 2 (20%) - 0 (0%) 0 (0%) 21 (75%)
Serratia marcescens 0 (0%) - 0 (0%) 0 (0%) 1(3,6%)
Escherichia coli 1(10%) 5 (100%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
Klebsiella pneumoniae 5 (50%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
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Tabla 24. Distribuciéon de la resistencia antibidtica en los aislados de enterobacterias con

sensibilidad disminuida a carbapenems procedentes de muestras clinicas.

Ne (%) de | Ne(%)de | Ne(%)de | Ne(%)de N? (|%c)| de | e (%) de
ai.slados ai.slados ai'slados ai.slados reas;:en:ses aislados
o resistentes | resistentes | resistentes | resistentes sin fenotipo totales
Antibiotico con con con con de resistentes
fenotipo fenotip? fenotipo fenotipo resistencia
BLEE pAmpC MBL BLEE y MBL . . (n=51)
(n=10) (n=5) (n=7) (n=1) adicional
(n=28)
Ampicilina 10 (100%) 5 (100%) 7 (100%) 1 (100%) 28 (100%) 51 (100%)
AMC 10 (100%) 5 (100%) 7 (100%) 1 (100%) 28 (100%) 51 (100%)
Cefalotina 10 (100%) 5 (100%) 7 (100%) 1 (100%) 28 (100%) 51 (100%)
Cefazolina 10 (100%) 5 (100%) 7 (100%) 1 (100%) 28 (100%) 51 (100%)
Cefuroxima 10 (100%) 5 (100%) 7 (100%) 1 (100%) 28 (100%) 51 (100%)
Cefoxitina 10 (100%) 5 (100%) 7 (100%) 1 (100%) 28 (100%) 51 (100%)
Cefotaxima 10 (100%) 5 (100%) 7 (100%) 1 (100%) 26 (92,9%) 49 (96,1%)
Ceftazidima 10 (100%) 5 (100%) 4(57,1%)  1(100%) 25(89,3%) 45 (88,2%)
Cefepime 10 (100%) 3 (60%) 3(42,9%)  1(100%) 14 (50%) 31 (60,8%)
PTZ 9 (90%) 5 (100%) 6(85,7%)  1(100%) 19 (67,9%) 37 (72,5%)
Aztreonam 9 (90%) 5 (100%) 3(42,9%)  1(100%) 22 (78,6%) 40 (78,4%)
Imipenem 1(10%) 1(20%) 1(14,3%)  1(100%) 1(3,6%) 5(9,8%)
Ertapenem 9 (90%) 5 (100%) 7 (100%) 1 (100%) 27 (96,4%) 49 (96,1%)
Gentamicina 4 (40%) 1 (20%) 5(71,4%)  1(100%) 0 (0%) 11 (21,6%)
Tobramicina 6 (60%) 1(20%) 5(71,4%)  1(100%) 3(10,7%)  16(31,4%)
Amikacina 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
Ac. Nalidixico 5 (50%) 4 (80%) 5(71,4%)  1(100%) 3(10,7%)  18(35,3%)
Ciprofloxacino 5 (50%) 4 (80%) 4 (57,1%) 1 (100%) 3(10,7%) 17 (33,3%)
Tigecilina 2 (20%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 2 (7,1%) 4(7,8%)
SXT 3 (30%) 3 (60%) 2 (28,6%) 1 (100%) 3(10,7%) 12 (23,5%)
Colistina 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)

® Estudiado en aislados sin AmpC cromosdémica

AMC: amoxicilina/ac. clavulanico, PTZ: piperacilina/tazobactam, SXT:trimetoprim/sulfametoxazol

1.3. Aislados productores de BLEE

Se estudid la presencia de BLEEs en todos los aislados seleccionados con sensibilidad
disminuida a carbapenems. De las 45 cepas (88,2%) resistentes a ceftazidima y 49 (96,1%)
resistentes a cefotaxima, 11 presentaron un fenotipo BLEE positivo, representando el 21,6%

total de las cepas.
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Se procedid a la caracterizacion molecular del tipo de BLEE mediante PCR. En primer
lugar se analizé el gen blacry. mediante una PCR universal y en las que fue positiva se hicieron
sucesivas PCR para identificar los diferentes grupos de CTX-M y se estudiaron sus entornos
genéticos. También se analizaron mediante PCR y posterior secuenciacién los genes blawy Y

bIGSHv.

Se encontraron 4 cepas con el gen blacrxm.1s (K39, K43, K56, K83), una de ellas asociado
a blagy., y otra dos asociado a blarem.1p Y blasyy-2a; €n 3 se identificd el gen blacry.m.o (K26, K46,
K50), en una de ellas asociada a blagy.1 Yy €n otra asociada a blayw.1; ¥ en 1 cepa se hallé el gen
con blacrx.m-1aa asociado a blasyy.,, (K25), y, por ultimo, en 3 cepas se encontré blasuy.,, (K4, K9,

K32) (Tabla 25).

1.3.1. Entornos genéticos de BLEEs tipo CTX-M

De las 11 cepas productoras de BLEEs, se seleccionaron los 8 aislados productores de
CTX-M para estudiar los entornos genéticos de las B-lactamasas de tipo CTX-M mediante
diferentes PCR vy posterior secuenciacion de sus productos amplificados, siguiendo lo

anteriormente descrito (Lartigue et al. 2004; Saladin et al. 2002; Eckert et al. 2004) .

El gen blacrx.m-12a presenté el entorno genético habitual formado por dos secuencias de
insercion: ISEcp1 delante del gen e 1S903 detras del mismo. En el caso de blacrx.m9 hallamos en
los tres casos delante del gen ISCR1, y, en dos casos, detras se encontraba la secuencia de
insercidn 1S3000. En la tercera cepa no se pudo saber qué se encontraba después de CTX-M-9 ya
que todas las PCR realizadas fueron negativas. En estos tres casos, el gen blacry.m.9 S€ encontrd

asociado al integrdn de clase 1 descrito, compuesto por aadB y aadA1 (Figura 12B).

El entorno genético de blacxm.1s fue estudiado en las 4 cepas con este gen,
encontrandose en una cepa el entorno descrito, con ISEcp1 delante del gen y orf477 detras del
mismo. En las otras 3 cepas, se encontré orf477 detras del gen pero no se pudo conocer la

estructura aguas arriba ya que las PCR fueron negativas.
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A) Entorno genético de blacrxm.14a (K25)

Figura 12. Estructura de los entornos genéticos de las BLEEs procedentes de aislados
clinicos.

1.4. Aislados productores de pAmpC

Se estudio la presencia de cefamicinasas plasmidicas en las especies bacterianas que no
poseen este tipo de enzima en su cromosoma. El resultado fue positivo en 5 de ellos, todos E.

coli. En estos casos, el gen detectado fue blacwy., (Tabla 25).

Tabla 25. 3-lactamasas detectadas en las cepas obtenidas de muestras clinicas.

Cepa Especie bacteriana (n2) B-lactamasas

K4, K9, K32 E. cloacae (1), K. pneumoniae (2)  SHV-2a

K25 K. pneumoniae (1) SHV-2a + CTX-M-14a

K26 C. freundii (1) CTX-M-9 + TEM-1

K50 K. aerogenes (1) CTX-M-9

K46 K. aerogenes (1) CTX-M-9 + VIM-1

K56 E. cloacae (1) CTX-M-15

K83 E. coli (1) CTX-M-15 + TEM-1

K39, K43 K. pneumoniae (2) CTX-M-15 + TEM-1b + SHV-2a
K5, K24, K40, K42, K45  E. coli (5) CMY-2 + TEM-1
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1.5. Aislados productores de carbapenemasas

Se analizé la presencia de genes codificantes de carbapenemasas en todos los aislados
recogidos durante el periodo de estudio (51) mediante una primera PCR multiple para la
deteccion de los genes codificantes de MBL (blas, blagi, blayw, blaspmy blawe), otra PCR
multiple para deteccion de carbapenemasas de clase A (blagec, blasye, blaw y blages) asi como

otras PCR para la deteccién de los genes OXA-48 y NDM.

En la PCR multiple para la deteccién de genes codificantes de carbapenemasas de clase
B se obtuvieron un total de 8 aislados positivos (15,7%), que se confirmaron mediante una PCR
simple del gen blayw y posterior secuenciacién Todas las cepas con fenotipo MBL presentaron
genotipicamente el gen blayy. Estos aislados fueron 5 C. freundii y 3 K. aerogenes,
pertenecientes a 7 pacientes ya que 2 de los K. aerogenes (cepas K1 y K13) pertenecian a un
mismo paciente, pero presentaron diferente fenotipo de resistencia (Tabla 26). Tras el estudio
de integrones, la variante del gen blay,., se confirmd en todas los aislados excepto en uno, en el

cual la variante del gen fue blayu., (K46).

El resto de PCR resultaron en todos los casos negativas, por lo que se descartd la

presencia de otros tipos de carbapenemasas en nuestros aislados.

1.5.1. Estudio de integrones

Se estudiod la presencia de integrasas de clase 1, 2 y 3 en los aislados productores de
carbapenemasa mediante amplificacién de la integrasa y la regién variable, y se procedié al
andlisis de la region variable mediante la técnica de mapeo por PCR. En todos ellos se
detectaron integrones de clase 1. No se detectd ningun integrdon de clase 2 o de clase 3. En estos
integrones se detectaron dos variantes del gen VIM implicado en la resistencia a
carbapenémicos: blayw.1 (1 cepa) y blaywm., (7 cepas). A su vez, también se detectaron casetes
génicos relacionados con la resistencia a aminoglucdsidos (aacA4', aacA4'-30, aadAl),

trimetoprim (dfrA27, dfrB1) y rifampicina (arr3).

En el caso del aislado en el que se encontrd el gen blay.1, éste se encontraba en un
integréon de clase 1 que ya habia sido descrito con anterioridad (In3103), y que posee la

siguiente estructura: blayw.. + aacA4' + dfrB1 + aadA1 (Figura 13).
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En tres aislados (K1, K13 y K53), el gen codificante de la metalo-B-lactamasa VIM-2 se
encontré en un nuevo integrén de clase 1 que portaba a su vez otros cassettes génicos de
resistencia. Entre estos genes de resistencia, se encontré una nueva variante de la acetil-
transferasa aacA4, con la siguientes mutaciones: L102S y D164Y. Esta nueva variante fue

incluida en la base de datos y denominada aacA4'-30.

La expresién de dichos genes estaba regulada por un promotor de tipo PcS. Este
integrén contenia los cassettes génicos en la siguiente disposicion: aacA4'+blay,,.,+aacA4'-
30+arr3+dfrA27 (Figura 13). Esta estructura no habia sido descrita hasta la fecha por lo que fue

asignado el nimero In1470 a través de la pagina de referencia http://integrall.bio.ua.pt.

En el resto de las cepas (K30, K51, K97 y K99), solo se pudo demostrar la estructura
hasta el nivel de la nueva acetilasa, ya que el resto de PCR fueron negativas, de forma que la

estructura seria la siguiente: aacA4'+blay,,.,+aacA4'-30/.

A) Estructura del integrén que posee el gen blay.1 (K46)

| | |
intl1 I blay.1 /l aac(A4)’

B) Estructura del nuevo integron encontrado, que posee el gen blayy., (K1, K13, K53)

r I ! i
intl1 aac(A4)’ aac(A4)-30 , arr3
[ ' ‘/

Figura 13.- Estructuras de los integrones de clase 1 que contienen los genes codificantes de
carbapenemasas de clase B.
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Ademas, en tres aislados (K1, K13 y K53) se encontraron integrones vacios, en los cuales
en su regién variable no se encontraba ningln gen, y en un aislado un integrén con la estructura

aadB + aadA2 (K30) (Tabla 26).

1.5.2. Resistencia plasmidica a quinolonas

Se estudié la resistencia plasmidica a quinolonas en los aislados productores de
carbapenemasas, mediante la deteccion de los genes gnrA, qnrB, qnrC, gnrD y qnrS. Se obtuvo
un resultado positivo para el gen gnrA en dos aislados, y en otros dos para el gen gnrB. Las
variantes detectadas fueron gnrAl y gnrB6. Cabe destacar que de las dos cepas aisladas del
mismo paciente, en una de ellas (K13) se detectd gnrB6 pero no en la otra (K1). Si comparamos
las CIM a quinolonas en estos dos aislados, en ambos casos las CIM al acido nalidixico es de 0,5
ug/ml, pero, en el caso de ciprofloxacino, en K1 la CIM es de 0,5 pg/ml mientras que en K13 es

de 1 pug/ml.

En el caso de los genes gnrB, se determind el entorno genético inmediato mediante PCR
usando diferentes combinaciones de cebadores (Jacoby etal. 2011b). En ambos casos, el

entorno encontrado fue pspF+qnrB6+sdr (Figura 14).

' |
pspF / gnrB6 sdr |

Figura 14.- Estructura del entorno genético de qnrB procedentes de aislados clinicos
productores de carbapenemasa.
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Tabla 26.- Integrones, fenotipo de resistencia a otros antibidticos y genes encontrados en las enterobacterias productoras de carbapenemasa procedentes

de muestras clinicas.

Fenotipo de resistencia

. . . Otros Genes
Aislado Microorganismo Intl qacEAl+sull Integrones (antibiéticos no B- MBL
L. genes bla qnr
lactamicos)

aacA4'+blay,.+aacA4'-30+arr3+dfrA27

K1 K. aerogenes Intl1 + . GM, TOB, SXT blayim-2
vacio
aacA4'+blay,.+aacA4'-30+arr3+dfrA27

K13 K. aerogenes Intl1 + , SXT blaym.-2 qgnrB6
vacio

K46 K. aerogenes Intl1 + blayw.1+ aacA4' + dfrB1 + aadAl GM, TOB, NAL, CIP, SXT  blaym-1 blacry-m-9 qnrAl
aacA4'+blay,,.,+aacA4'-30,

K30 C. freundii Intl1 - VM2 / GM, TOB, NAL, CIP blayi.
aadB + aadA2

K51 C. freundii Intl1 - aacA4'+bla,,.,+aacA4'-30/ GM, TOB, NAL, CIP blaym-a qnrAl
aacA4'+blay,.,+aacA4'-30+arr3+dfrA27

K53 C. freundii Intl1 + ) vim-2 f NAL, CIP blaym.-> qnrB6
vacio

K97 C. freundii Intl1 - aacA4'+blay,,.,+aacA4'-30/ GM, TOB, NAL blaym-a

K99 C. freundii Intl1 - aacA4'+blay,.,+aacA4'-30/ GM, TOB, NAL, CIP blay-2
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2. Aislados procedentes de portadores

2.1. Prevalencia de enterobacterias con sensibilidad disminuida a
carbapenems como colonizadores intestinales en pacientes

ingresados en la UCI.

Desde el 1 de abril de 2015 hasta el 30 de septiembre de 2016, en la Seccién de
Epidemiologia del Servicio de Microbiologia del Hospital Clinico Universitario Lozano Blesa, se
seleccionaron las cepas de enterobacterias con sensibilidad disminuida a carbapenems
procedentes de pacientes colonizados, que se encontraban ingresados en el Servicio de
Medicina Intensiva del mismo hospital. Estas muestras fueron recogidas dentro del Programa

Resistencia Zero.

Durante estos 18 meses se recibieron un total de 1324 muestras procedentes de 598
pacientes, de las cuales se seleccionaron 38 enterobacterias, una por paciente, con
sensibilidad disminuida a carbapenems, lo que supone un 6,35% de los pacientes ingresados
en la UCI e incluidos en el programa de vigilancia. Veintinueve de los 38 pacientes eran
hombres (76,3%), con edades comprendidas entre 17 y 82 afios (edad media 64,96 afios); y 9

mujeres (23,7%), con edades entre 45 y 79 afos (edad media 65,78 afios).

Los aislados obtenidos fueron los siguientes: 30 K. pneumoniae, 5 C. freundii, 1 E. coli,

1 K. aerogenes, 1 E. kobei.

2.2, Test fenotipicos y estudio de la sensibilidad a antibioticos

En primer lugar, se realizaron test fenotipicos para el estudio de la produccién de B-
lactamasas de tipo BLEE, AmpC y carbapenemasas. El 78,95% de los aislados presentaron un
fenotipo BLEE, el 10.53% fenotipo MBL, 5,26% fenotipo pAmpC y el 5,26% presentaron
fenotipos BLEE y MBL.

Los porcentajes de resistencia antibidtica (Tabla 27) se han obtenido mediante
microdilucién en caldo, excepto para colistina, en la que la CIM se determindé mediante E-test

(Biomerieux®).
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Todos los aislados fueron resistentes a ampicilina, cefalosporinas de 12 y 29
generacion, incluida cefoxitina, cefotaxima y ertapenem. El 28,95% mostraron sensibilidad
disminuida a imipenem. Algunos aislados presentaron resistencia a: amoxicilina-ac. clavulanico
(97,37%), piperacilina-tazobactam (89,47%), ceftazidima (97,37%), cefepime (86,84%),
aztreonam (86,84%), imipenem (7,89%), gentamicina (65,79%), tobramicina (92,11%),
amikacina (7,89%), ac. nalidixico (92,11%), ciprofloxacino (92,11%), tigeciclina (21,05%),
trimetoprim-sulfametoxazol (86,84%) y colistina (26,31%). En la Tabla 27 se muestran por
separado los resultados obtenidos en K. pneumoniae (30 aislados) y en el resto de

enterobacterias (8 aislados).

Tabla 27. Resistencia a los antibiéticos de los aislados con sensibilidad disminuida a
carbapenems obtenidos de portadores fecales.

Ne (%) de N2 (%) de otras
s iaas K. pneumoniae enterobacterias
Antibiodtico . .
resistentes resistentes

(n=30) (n=8)
Ampicilina 30 (100%) 8 (100%)
Amoxicilina / Ac. clavulanico 29 (97%) 8 (100%)
Cefalotina 30 (100%) 8 (100%)
Cefazolina 30 (100%) 8 (100%)
Cefuroxima 30 (100%) 8 (100%)
Cefoxitina 30 (100%) 8 (100%)
Cefotaxima 30 (100%) 8 (100%)
Ceftazidima 30 (100%) 7 (88%)
Cefepime 30 (100%) 4 (50%)
Piperacilina / Tazobactam 27 (90%) 7 (88%)
Aztreonam 28 (93%) 5(63%)
Imipenem 3 (10%) 0 (0%)
Ertapenem 30 (100%) 8 (100%)
Gentamicina 20 (67%) 5(63%)
Tobramicina 29 (97%) 6 (75%)
Amikacina 2 (7%) 1(13%)
Ac. Nalidixico 28 (93%) 7 (88%)
Ciprofloxacino 29 (97%) 6 (75%)
Tigeciclina 7 (23%) 1(13%)
Trimetoprim / Sulfametoxazol 27 (90%) 6 (75%)
Colistina 10 (33,33%) 0 (0%)
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2.3. Aislados de Klebsiella pneumoniae multirresistentes como

colonizador intestinal

2.3.1. Datos clinicos y epidemiolégicos

Durante el periodo de estudio, en el Servicio de Microbiologia se obtuvieron un total
de 30 cepas de K. pneumoniae multirresistentes (5,02% de los pacientes ingresados en UCI
durante ese periodo de estudio), con un fenotipo compatible con una produccion de BLEE
asociada a otros mecanismos de resistencia, debido a su perfil de resistencia a antibidticos B-
lactdmicos como ampicilina, cefalosporinas de 123, 22, 32 y 42 generacidon asi como de
cefamicinas (cefoxitina). Ademas, todas las cepas recogidas fueron resistentes a ertapenem. El
10% de los aislados fueron resistentes a imipenem. El 93,33% (28) de los aislados presentaron
fenotipo BLEE, el 6,67% (2) fenotipo pAmpC, y el 3,33% (1) fenotipo MBL, presentando este

ultimo ademas fenotipo BLEE.

En el curso de la evolucidn clinica de los pacientes portadores de estos aislados,
observamos que en 10 de ellos se produjeron infecciones clinicas por aislados de K.
pneumoniae con el mismo fenotipo identificado en una o varias muestras clinicas:
hemocultivos (3), bilis (2), orina (2), broncoaspirado (1), lavado broncoalveolar (1), exudado
perianal (1), lesion de piel (1), herida quirurgica (1), liquido peritoneal (1), catéter central (1) y

esputo (1) (Tabla 28).

Tabla 28.- Relacidn de pacientes colonizados por K. pneumoniae multirresistente en los que se
aislé la misma cepa en muestra clinica.

Muestra clinica N2 pacientes

Sin infecciones clinicas 20

=
o

Con infeccidn clinica documentada
Hemocultivo
Lesidn de piel
Orina
Exudado perianal
Lavado broncoalveolar
Bilis, Broncoaspirado
Liquido peritoneal, herida quirurgica
Bilis, orina, esputo, catéter central

PR R R R R R W
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Ningun paciente ingresé en UCI colonizado por una de estas cepas. En la mayoria de
los pacientes la colonizacidon por estas cepas se produjo de forma precoz en la primera (17
pacientes) o segunda semana (11 pacientes) desde su ingreso en UCI. Solo en dos pacientes la

colonizacién se produjo en la tercera semana de su estancia en UCL.

Se estudiaron las colonizaciones por otros gérmenes multirresistentes, y se observo
que 12 pacientes (40%) se colonizaron durante su estancia: 9 por Pseudomonas aeruginosa
productora de carbapenemasa de clase B, 2 por Staphylococcus aureus meticilin resistente
(SARM) y un paciente fue colonizado tanto por P. aeruginosa productora de carbapenemasa
de clase B como por SARM. En la mayoria de los casos (7 pacientes), la colonizacién se produjo
primero por la cepa de K. pneumoniae multirresistente, dos de ellos a la vez (uno por SARM y
K. pneumoniae y el otro por P. aeruginosa y K. pneumoniae) , y los tres restantes se

colonizaron primero por SARM (2 pacientes) o P. aeruginosa (1 paciente) (Tabla 29).

Tabla 29.- Colonizacion por microorganismos multirresistentes ( K. pneumniae
multirresistente, P. aeruginosa productora de carbapenemasa de clase B y SARM).

f\l‘-’ Primera colonizacién por MDR Otras colonizaciones por MDR
pacientes

7 K. pneumoniae P. aeruginosa

1 K. pneumoniae y SARM -

1 K. pneumoniae y P. aeruginosa -

1 SARM K. pneumoniae

1 SARM K. pneumoniae y P. aeruginosa
1 P. aeruginosa K. pneumoniae

En cuanto a las enfermedades de base o comorbilidades de los 30 pacientes, un 70%
(21/30) tenia alguna enfermedad cardiovascular (arritmia cardiaca por fibrilacién auricular,
hipertension arterial, cardiopatia isquémica y/o valvulopatia adrtica) y el 40% (12/30) habian
sufrido una intervencion quirdrgica abdominal en los Ultimos quince dias debido a pancreatitis
aguda, peritonitis secundaria por perforacion, hemorragia digestiva y/o abscesos

intraabdominales (Tabla 30).
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Los antibidticos mas empleados en los 30 dias previos al aislamiento de K. pneumoniae

multirresistente fueron los B-lactdmicos, seguidos de quinolonas. Ningln paciente habia sido

tratado previamente con un antibidtico de la familia de los aminoglucésidos. Todos los

pacientes habian sido tratados con un B-lactamico y el 80% de ellos (24/30) habia recibido

tratamiento con algun carbapenem.

Tabla 30. Caracteristicas clinicas de los pacientes con aislamiento de K. pneumoniae

multirresistente

Caracteristicas de los pacientes

Ne
pacientes
(n=30)

Colonizacion
12 semana
(n=17)

Colonizacion
22 semana
(n=11)

Colonizacion
32 semana
(n=2)

Género:
Numero de hombres (%)
Numero de mujeres (%)

Edad (afios) (rango de edades)

22 (73,34%)
8 (26,66%)
64 (17-82)

13 (76,47%)
4(23,53%)
63 (17-82)

8 (72,73%)
3(27,27%)
65 (45-77)

1 (50%)
1 (50%)
66 (59-73)

Comorbilidades:
Enfermedad cardiovascular
Enfermedad respiratoria
Cirugia abdominal reciente
Inmunodepresion
Diabetes mellitus
Trasplantados
Insuficiencia Hepatica

Insuficiencia Renal

21
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Otras colonizaciones por MDR:
P. aeruginosa carbapenemasa B
SARM

P. aeruginosa carbapenemasa B y SARM

Terapia antimicrobiana (30 dias previos):

B-lactamicos
Carbapenems
Quinolonas
Tigeciclina
Fosfomicina
Colistina

Aminoglucésidos
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2.3.2. Caracterizacion de B-lactamasas

Se estudié la presencia de PB-lactamasas mediante PCR en 22 aislados de K.
pneumoniae de portadores fecales: 19 con fenotipo BLEE, 2 con fenotipo pAmpC y 1 con
fenotipo MBL y BLEE. El criterio de seleccion fue por patrén de PFGE: se selecciond un aislado
de cada perfil de PFGE obtenido. El resultado de la caracterizacién de las B-lactamasas se

presenta en la Tabla 31.

Se encontraron un total de 11 cepas productoras de CTX-M-15, las cuales ademads eran
productoras también de otras B-lactamasas: SHV-76, TEM-1 y SHV-2a. La cepa con fenotipo
MBL se caracterizé como productora de VIM-2 y de SHV-2a. El resto de las cepas con fenotipo
BLEE eran productoras de SHV-2a, excepto una, que era productora de SHV-11 y no se
encontrd ninguna B-lactamasa de espectro extendido. En las dos cepas con fenotipo pAmpC se
encontré el gen blasyy.11, pero solo en una se encontré un gen productor de AmpC (blapua1 ). La
otra cepa con fenotipo pAmpC resultd ser también productora de TEM-40, que esta clasificada
como una B-lactamasa resistente a los inhibidores (IRT), lo que explicaria el fenotipo que
presentaba este aislado. En un aislado se detecté también una nueva B-lactamasa de tipo SHV
gue se caracteriza por presentar una nueva mutacién con cambio aminoacidico en la posicién
237 de alanina por glicina, ademds de las mutaciones ya descritas G238S y L35Q. Esta nueva

variante no pudo ser incluida en la base de datos de B-lactamasas del GenBank.

Tabla 31. Caracterizacion de las B-lactamasas de K. pneumoniae de portadores fecales

B-lactamasas N2 aislados

CTX-M-15 + SHV-76 + TEM-1
CTX-M-15 + SHV-2a + TEM-1
CTX-M-15 + SHV-2a

SHV-2a

SHV-2a + VIM-2

SHV-2a + SHV-1

SHV-11

SHV-11 + DHA-1

SHV-11 + TEM-40

SHV-1 + SHV-new

TOTAL

P PR R NR MR NO®

N
N
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Se estudiaron los entornos genéticos en las cepas productoras de CTX-M-15,
encontrando en 10 de las cepas el mismo entorno inmediato: ISEcpl + blacry.m.15+ orf477 . En
la cepa restante (K94) se encontrd la misma estructura aguas abajo del gen blacrxm-1s , Sin
embargo, encontramos la secuencia de insercién ISEcpl interrumpida por la secuencia de

insercion 1S26.

A) K57, K60, K73, K75, K79, K80, K84, K85, K95, K96

B) K94

Figura 15.- Estructura de los entornos genéticos de los genes de las B-lactamasas CTX-M-15
procedentes de aislados de K. pneumoniae de portadores fecales

2.3.3. Estudio de la porina OmpK

Se estudiaron la presencia de los genes codificantes de las proteinas OmpK 35, 36 y 37
de K. pneumoniae y las alteraciones genéticas de éstas mediante PCR, secuenciacion y
comparacién con secuencias de referencia (GenBank accession no. AJ011501, Z33506 y

AJ011502, respectivamente) en 22 aislados, seleccionados por patron de PFGE.

El gen Ompk35 amplificé en todas los aislados excepto en tres. Cinco de los que
amplificaron el gen, presentaron una mutacidn en la posicidén 68 que codificaba un coddn de
finalizacion prematuro y, como resultado, una proteina de menor tamafo. El resto de los

aislados presentaban la estructura salvaje de la proteina OmpK35.

En el caso del gen OmpK36, 3 aislados no presentaban el gen y 9 presentaron un cododn
de finalizaciéon prematuro, en diferentes localizaciones. Los 10 aislados restantes presentaron
numerosas mutaciones asi como inserciones. Todos estos cambios sugieren la pérdida de la
funcién de la porina OmpK36 y, por tanto, la posible disminucién de sensibilidad a

carbapenems, en particular a ertapenem.
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En cuanto a Ompk37, el gen solo se amplificd en 6 aislados, los cuales presentaron una
gran variedad de cambios aminoacidicos asi como la presencia de secuencias de insercién

truncando la secuencia del gen.

En total, se presentaron 17 patrones diferentes de OmpK35, 36 y 37 (Tabla 32). No se
encontrd ningln patrén con una estructura conservada de las tres porinas, lo que sugiere que
en todos los aislados haya una pérdida de la funcion de la permeabilidad a carbapenems, lo
que se traduce en una disminucién de su sensibilidad. Ademds, en muchos casos estas
modificaciones van acompafiadas de un resultado negativo de la PCR para alguna de las
porinas, por lo que la resistencia a carbapenems seria compatible con la pérdida de ésta.
Ademas, en todos los aislados, se encontraron diferentes B-lactamasas que, junto a la pérdida
de la funcidn de las diferentes porinas, explica la disminucidon de la sensibilidad, no solo a

ertapenem, sino en muchos casos también a imipenem (Tabla 33).

Tabla 32. Patrones de OmpK encontrados en las cepas de K. pneumoniae de portadores
fecales.

PATRON Porinas
OmpK  OmpK35 Ompk36 OmpK37
1 salvaje Neg Neg
2 salvaje Q76STOP Neg
3 Q68STOP Neg Neg

Mutaciones: D49S, L59V, A190W, L1915,
V202L, F207W, A217S, N218H, D224E,

4 Q68STOP Q227S, 1228V, L229A, E232R, H235N, Neg
T254S, A280V, N304R

Inserciones: P en V228 y E en L303
5 Neg T240STOP Neg

Mutaciones: D49S, L59V, A190W, L1915,
V202L, F207W, A217S, N218H, D224E,
Q227S, L228V, L229A, E232R, H235N,

6 Q68STOP 12545, A280V, N304R

Mutaciones: 170M, 1128 M, N230A,
M233Q, T234H, Q235F, N237S,
R239T, N274S, D275T, V2771

Inserciones: DNNF detras de S237

i : 228 yEenlL .
Inserciones: P en V228 y E en L303 v SSTNGG detras de T275

Q309STOP

Mutaciones: D49S, L59V, A190W, L191S,  Mutaciones: 170M, 1128M, N230A,
V202L, F207W, A217S, N218H, D224E, M233Q, T234H, Q235F, N237S,

7 Q68STOP Q227S, 1228V, L229A, E232R, H235N, R239T, N274S, D275T, V2771
T254S, A280V, N304R

Inserciones: DNNF detras de S237

i : 228 yEenlL .
Inserciones: P en V228 y E en L303 v SSTNGG detras de T275

8 Neg D157STOP Neg
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Mutaciones: I70M, 1128M, N230G,
M233Q, T234H, Q235Y, N237H,
R239K, E244D, N274S, D275T,

9 salvaje Q172STOP V2771
Inserciones: TERY detras de H237
y SSTNGG detras de T275
Q309STOP
. Mutaciones: 170M, 1128M, N230G,
Mutaciones: D49S, L59V, A190W, L191S, M233Q, T234H, Q235Y, N237H
V202L, F207W, A217S, N218H, D224E, R239K, E244D, N274S, D275T,
10 salvaje Q227S, L228V, L229A, E232R, H235N, V2771
N272D, A280V, D302N, N304Q, G305N
Inserciones: P en V228 y NNFTGV en Inserciones: TERY detras de H237
Q304 y SSTNGG detras de T275
Mutaciones: 170M, 1128M, N230G,
M233Q, T234H, Q235Y, N237H,
R239K, E244D, N274S, D275T,
11 salvaje Neg V277l
Inserciones: TERY detras de H237
y SSTNGG detras de T275
Mutaciones: D49S, L59V, A190W, L191S, Mutaciones: I70M, 1128M, N230G,
V202L, F207W, A217S, N218H, D224E, M233Q, T234H, Q235Y, N237H,
_ Q227S, L228V, L229A, E232R, H235N, R239K, E244D, N274S, D275T,
12 salvaje N272D, A280V, D302N, N304Q, G305N V2771
Inserciones: P en V228 y NNFTGV en Inserciones: TERY detras de H237
Q304 y SSTNGG detras de T275
Mutaciones: D49S, L59V, A190W, L1915,
V202L, F207W, A217S, N218H, D224E,
13 vai Q227S, L228V, L229A, E232R, H235N, N
>alVal€  N272D, A280V, D302N, N304Q, G305N €8
Inserciones: P en V228 y NNFTGV en
Q304
Mutaciones: D49S, L59V, A190W, L1915,
V202L, F207W, A217S, N218H, D224E,
14 salvaje  Q227S, 1228V, L229A, E232R, H235N, Neg
T254S, A280V, N304R, Q309E
Inserciones: P en V228 y E en L303
15 salvaje Q170STOP Neg
Mutaciones: D49S, L59V, A190W, L1915,
V202L, F207W, A217S, N218H, D224E,
16 salvaje  Q227S, 1228V, L229A, E232R, H235N, Neg
T254S, A280V, N304R
Inserciones: P en V228 y E en L303
Mutaciones: D49S, L59V, A190W, L1915,
V202L, F207W, A217S, N218H, D224E,
Q227S, L228V, L229A, E232R, H235N,
17 Neg Neg

N272D, A280V, D302N, N304Q, G305N

Inserciones: P en V228 y NNFTGV en
Q304
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Tabla 33. Caracteristicas de los diferentes patrones de OmpK de las cepas de K. pneumoniae
de portadores fecales.

Patron | Patrén Ne Sensibilidad MBL B-lactamasas
OmpK PFGE aislados | ERT IMI
1 P1 1 R S No CTX-M-15, SHV-76, TEM-1
Pla 1 S
2 R No CTX-M-15, SHV-76, TEM-1
P1b, Plg 2 |
3 Plc 1 R S No CTX-M-15, SHV-76, TEM-1
Pid 1 S
4 R No CTX-M-15, SHV-76, TEM-1
P1f 1 |
5 Ple 1 R S No CTX-M-15, SHV-76, TEM-1
6 P1h 1 R S No CTX-M-15, SHV-2a, TEM-1
7 P1i 1 R S No CTX-M-15, SHV-2a
8 P2 1 R S No SHV-2a
9 P2a 1 R S No SHV-2a
10 P2b 1 R S No SHV-2a
11 P2c 1 R R No CTX-M-15, SHV-2a, TEM-1
12 P2d 1 R R Si SHV-2a, VIM-2
P3 1 SHV-1, SHV-2a
13 R S No
P3a 1 SHV-1, SHVnew
14 P4 1 R S No SHV-1, SHV-2a
15 P5 1 R R No SHV-11, DHA-1
P6 1 SHV-11
16 R S No
P7 1 SHV-11, TEM-40
17 P8 1 R S No SHV-2a

2.3.4. Estudio de integrones

Se estudié la presencia de integrones de clase 1, 2 y 3 en los 30 aislados de K.
pneumoniae, detectandose integrones de clase 1 en todos ellos. No se detecté ningun integron
de clase 2 o de clase 3. En estos integrones, se detectd un Unico gen implicado en la resistencia
a carbapenémicos, (blaym.), Yy casetes génicos relacionados con la resistencia a
aminoglucésidos (aadAl, aadA2, aadA16 y aacA4), sulfamidas (sul3), trimetoprim (dfrA27) y B-

lactamicos (blagya.1, blaoxa-224)-

Se han detectado 9 estructuras diferentes de regiones variables, entre el gen
codificante de la integrasa de tipo 1 y la regidén 3' conservada. Dichas estructuras estan
representadas en la Figura 16. En la Tabla 34 se presentan las estructuras génicas de estos
integrones asociadas con las secuencias tipo (ST) detectadas. Se han encontrado 2 cepas que

portaban dos integrones simultdneamente y 4 presentaron tres integrones diferentes.
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La Unica cepa productora de MBL contenia el gen blay,., dentro de estos integrones,
en combinacién con genes que confieren resistencia a aminoglucésidos. Es importante
destacar que la estructura de este integrén es similar a la estructura de los integrones de cepas
clinicas que contienen el gen blayw., . Esta cepa, ademas de este integrén, presentaba dos
integrones mas, de los cuales uno era un integrén vacio con ausencia de genes cassettes en su

estructura.

En cuanto a las cepas no productoras de carbapenemasas, se seleccioné una por perfil
de PFGE para estudiar las estructuras de los integrones, analizandose un total de 21 aislados.
No se pudo llegar a conocer la estructura de las regiones variables de 9 aislados por no
amplificar en ninguna de las PCR realizadas, y correspondieron a las secuencias tipo ST405 y

ST1145.

a)

- )

c) ( tnt1  oac(6)ib"-23

—

Figura 16.- Estructuras de los integrones de clase 1 detectados en las cepas de K. pneumoniae de
portadores fecales
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Tabla 34. Andlisis de integrones de clase 1y sus correspondientes genes cassettes en las cepas
de K. pneumoniae asociados a sus Secuencias Tipo.

'Cepas con Estructura genética de las regiones variables de los integrones de
integrones MLST clase 1
(N2 cepas)
K58, K93
2) ST340 estX+psp+aadA2+cmLA+ aadAl+qacH+IS440+sul3+orfl+mefB+1S26
K100 estX+psp+aadA2+cmLA+ aadAl+qacH+IS440+sul3+orfl+mefB+1S26
(1) ST340 aacA4'+ blay., + aacA4'-30 + arr3 + dfrA27
vacio
K87 T340 estX+psp+aadA2+cmLA+ aadAl+qacH+I1S440+sul3+orfl+mefB+1S26
(2) aac(6')lb-cr + blagya.1 + catB3 + arr3
K94
(i) ST340 aac(6')Ib'-23 + gcuD + catB3b + blagya.224
K77
(1) ST340 aac(6')Ib'-23 + blaoya-224
K70
(1) ST2349  aac(6')Ib™-23 + blaoxa-224
K81 $T3035 aac(6 ')ib-cr + arr3 + dfrA27 + aadA16
(1) vacio
K65, K82 aac(6,)lb7cr +arr3 +dfrA27 + aadAl16
2) ST15 aac(6')lb'-23 + blagya-224
vacio
K71 dfrAXIl + gcuD + aadA2
(1) ST11 aac(6')lb-cr + blagya.1 + catB3 + arr3
aadA2

K57, K60, K72, K75,
K79, K80, K84, K85,
K95, K96
(10)

ST405 Desconocido *

K76

1) ST1145  Desconocido ®

a . s . Y
Cepas con ausencia de la regidn 3’-CS en las que no se pudo determinar la composicion de genes cassettes
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2.3.5. Tipificacion molecular

Se realizé PFGE a los 30 aislados de K. pneumoniae procedentes de portadores fecales
obteniendo un total de 8 patrones distintos, en los que podemos diferenciar 22 perfiles.
Dentro de estos 8 patrones, se encontraron varias cepas que presentaron Unicamente 2 o 3

bandas diferentes en sus patrones de PFGE, por tanto, podemos decir que son clones:

e P1 (K57, K60, K61, K62,K63, K64, K72,K73,K75,K79,K80, K85,K85, K91 K95 vy K96). El
patrén P1 recoge 16 cepas, de las cuales algunas son indistinguibles entre si (5 cepas

P1,2 Play 2 Ple). Ademas, todas ellas pertenecian al ST405.

e P2 (K58, K78, K86, K87, K93, K94 y K100). Tres de ellas presentaron perfiles

indistinguibles. Todas ellas pertenecian al ST340.

e P3 (K65 yK82). Ambas cepas pertenecian al ST15.

M K60 Kel K62 K63 K64 K57 K73 K72 K75 K58 K78 K65 KB2 K70 K71 K76 K79 K81 M

PL P1L P1L P1 Pl1 Pla Pla Plc Plb P2 P2 P3a P3 P4 PS5 P6 Pld P7

i

N IRl
»
) i

}
i
il

i

-
— -
-

(17a)
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M K60 KBO K85 K91 K57 KB4 KS5 K96 K77
P1 Ple PIf Ple Pla Plg Plh Pli P8

K58 K86 KB7 K93 KS4 K100

P2 P2 P2a P2b P2c P2d

(17b)

Figura 17ay 17b .- Patrones de PFGE de los aislados de K. pneumoniae multirresistente

Se determind la Secuencia Tipo (ST) a los aislados, escogidos uno por patrén de PFGE,
encontrando 7 secuencias tipo diferentes: ST405, ST340, ST15, ST11, ST1145, ST2349 y ST3035.
Este Ultimo ST fue un patrén nuevo que encontramos en la cepa K81 y que fue incluido en la

base de datos de MLST del Instituto Pasteur como ST3035 (gapA2, infB1, mdh108, pgi3, phoE4,
rpoB161, tonB421).

El MLST mayoritario fue el ST405, detectdndose en 16 aislados (53,3%), seguido del
ST340 en 8 aislados (26,7%) y ST15 en dos aislados (6,7%). El resto de perfiles se encontraron
en una cepa. Todas las cepas productoras de CTX-M-15 pertenecieron al ST405 excepto una

(ST340).
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Se estudio la relacién temporal de las estancias de los pacientes ingresados en los que
se aislaron las cepas de K. pneumoniae multirresistentes Figura 18.- Distribucién temporal y
duracion del ingreso en UCI de los pacientes colonizados por K. pneumoniae multirresistente
(Figura 18) y se analizaron en funcién del patrén MLST de cada cepa. El grafico muestra una
continuidad temporal de las estancias de los pacientes en los que se aislaron las cepas de K.
pneumoniae multirresistente, especialmente en el caso del ST405 en el que podemos
diferenciar dos periodos de propagacién: el primero, que va desde marzo de 2015 hasta junio

de 2015, y el segundo, desde septiembre de 2015 hasta julio de 2016.
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Figura 18.- Distribucion temporal y duracién del ingreso en UCI de los pacientes colonizados por
K. pneumoniae multirresistente
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Si analizamos mads detenidamente el ST405, en funcién de la continuidad temporal de
las estancias de los pacientes en su ingreso en la UCI, podriamos diferenciar dos periodos: el
primero, que va desde marzo de 2015 hasta junio de 2015, y el segundo, desde septiembre de
2015 hasta julio de 2016. En ese primer periodo, encontramos 5 cepas con un patrén de PFGE
indistinguible (P1) y una con una variacién en una banda (P1a). Esos 5 aislados indistinguibles
coincidieron durante las estancias en la UCI de los pacientes colonizados, desde abril hasta

junio de 2015.

En el segundo periodo (10 aislados), algunas cepas presentan variaciones de hasta 3
bandas, diferenciando los perfiles P1a hasta P1i, y encontramos solo dos cepas indistinguibles

(P1e) cuyos ingresos en la UCI coincidieron durante marzo de 2016.

En el caso del ST340, se puede observar una continuidad temporal desde diciembre de
2015 hasta julio de 2016. Todos los aislados pertenecieron al clon P2, excepto uno (K77,
paciente 15) que pertenecia al patron P8. Este patrdn se diferencia de P2 en 5 bandas, de
forma que, siguiendo los criterios de Tenover, podemos considerar que estos dos clones estan

posiblemente relacionados.

La Unica cepa productora de MBL tipo VIM pertenecié al ST340, que aparecid en
agosto de 2016, por lo que hay un salto de un mes desde el anterior aislado perteneciente al

mismo ST.

Se analizaron los grupos filogenéticos en las 30 cepas de K. pneumoniae. En todas ellas
se detectd el grupo filogenético Kpl excepto en una (K76), que no presentd ningun perfil de
bandas compatible con ninguno de los grupos filogenéticos descritos al ser cortada con la
enzima de restriccién Tagl (Tabla 35). Por tanto, esta cepa no pudo ser clasificada en ningun
grupo filogenético. Se estudié mas en profundidad este aislado. Para ello, se recurrid a la
secuenciacién del fragmento gyrA de 431pb amplificado y se observd que presentaba una
mutacion a nivel nucleotidico (T240A), que no se traducia en una mutacidon aminoacidica, pero
gue generaba un nuevo sitio de reconocimiento de la enzima Tagl (Figura 20), justificando el

perfil obtenido por PCR-RFLP.
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Figura 19. Patrén de bandas obtenido en la técnica de PCR-RFLP para el estudio de los grupos
filogenéticos en K. pneumoniae

Haelll Tagl

K93 K94 K95 K396 K100 K76 Kpi KpllKplil K93 K94 K95 K96 K100 K76 Kpl KpliKplil

Figura 20. Cortes de la enzima de restriccidon Tagql en el grupo filogenético Kpl (a) y en
la cepa K76 (b).
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Tabla 35. Andlisis filogenético de los aislados de K. pneumoniae y su relacidon con los patrones

de PFGE.
K PFGE Taql Haelll Filogenia K PFGE Taql Haelll Filogenia
57 Pla B C Kpl 78 P2 B C Kpl
58 P2 B C Kpl 79 Pid B C Kpl
60 Pl B C Kpl 80 Ple B C Kpl
61 P1 B C Kpl 81 P7 B C Kpl
62 Pl B C Kpl 82 P3b B C Kpl
63 P1 B C Kpl 8 Plg B C Kpl
64 Pl B C Kpl 85 Pif B C Kpl
65 P3a B C Kpl 8 P2 B C Kpl
70 P4 B C Kpl 87 P2a B C Kpl
71 PS5 B C Kpl 91 Ple B C Kpl
72 Plc B C Kpl 93 P2b B C Kpl
73 Pla B C Kpl 94 P2c B C Kpl
75 Plb B C Kpl 95 Plh B C Kpl
76 P6 - C - 96 Pli B C Kpl
77 P8 B C Kpl 100 P2d B C Kpl

2.3.6. Resistencia plasmidica a quinolonas

Se analizaron los genes de resistencia plasmidica a quinolonas: gnrA, gnrB, qnrC, gnrD
y gnrS en los aislados de K. pneumoniae. Se obtuvo un resultado positivo para gnrB en 15

aislados y para gnrS en 2. No se obtuvo ningun resultado positivo para gnrA, gnrCy gnrD.

Se analizaron las variantes de los genes gnr mediante secuenciacién. En el caso de gnrS
solo se detecté una variante, y en ambos casos fue gnrS1. En las cepas gnrB positivas se
encontraron tres variantes diferentes: gnrB1 (10 aislados), gnrB4 (2 aislados) y gnrB6 (3
aislados). En el caso de los genes gnrB, se determiné el entorno genético mediante PCR usando
diferentes combinaciones de cebadores, encontrandose en todos ellos la estructura

pspF+qnrB+sdr (Figura 21).

j

pspF / gnrB6 -~ sdr I

Figura 21.- Estructura del entorno genético de qnrB procedentes de aislados de K. pneumoniae
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Tabla 36.- Relacion de MLST, patrén de PFGE, integrones y genes de resistencia encontrados en las cepas de K. pneumoniae de portadores fecales.

MLST PFGE Aislados afg;:;;i:;ﬂ?;‘;;:ai;s G:,r;:s Integrones
E%: Egg: gi: E;i’ CTX-M-15, SHV-76, TEM-1 gnrB1  Desconocido
ST405 Pl K95 CTX-M-15, SHV-2a, TEM-1 gnrB1  Desconocido
K96 CTX-M-15, SHV-2a gnrB1  Desconocido
K58, K93 SHV-2a estX+psp+aadA2+cmLA+ aadAl +qacH+IS440+sul3+orf1+mefB+IS26
K87 SHV-2a gnrB6  estX+psp+aadA2+cmLA+ aadAl +qacH+IS440+sul3+orfl1+mefB+IS26
aac(6')lb-cr + blaOXA-1 + catB3 + arr3
$T340 P2 K94 CTX-M-15, SHV-2a, TEM-1 gnrB4  aac(6')Ib'-23+ gcuD + catB3b + blapya.s24
K100 VIM-2, SHV-2a qnrB6  estX+psp+aadA2+cmLA+ aadAl +qacH+IS440+sul3+orfl1+mefB+IS26
aacA4'+ blaVIM-2 + aacA4'-30 + arr3 + dfrA27
vacio
P8 K77 SHV-2a aac(6')Ib'-23 + blaoya-124
K65 SHV-1, SHV-new aac(6')lb-cr + arr3 + dfrA27 + aadA16
aac(6')Ib'-23 + blaoya-124
ST15 P3 e
K82 SHV-1, SHV-2a aac(6')lb-cr + arr3 + dfrA27 + aadA16
aac(6')Ib'-23 + blaoya-124
vacio
ST11 P5 K71 SHV-11, DHA-1 gnrB4  dfrAXIl + gcuD + aadA2
aac(6')lb-cr + blagya., + catB3 + arr3
aadA2
ST1145 P6 K76 SHV-11 Desconocido
ST2349 P4 K70 SHV-1, SHV-2a aac(6')Ib'-23 + blaoys-224
ST3035 P7 K81 SHV-11, TEM-40 gnrB6  aac(6')lb-cr + arr3 + dfrA27 + aadA16

vacio
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2.4. Otras enterobacterias con sensibilidad disminuida a

carbapenems como colonizadores intestinales

Durante el periodo de estudio se aislaron en el Servicio de Microbiologia 8
enterobacterias con sensibilidad disminuida a carbapenems procedentes de pacientes
portadores ingresados en la UCI. Estas enterobacterias fueron 5 C. freundii, 1 E. coli, 1 K.
aerogenes y 1 E. kobei. Todos los aislados fueron resistentes a ampicilina, amoxicilina-ac.
clavulanico, cefalosporinas de 12 y 29 generacidn (incluida cefoxitina), cefotaxima y

ertapenem.

Todos los C. freundii presentaron fenotipo MBL y, ademds, dos de ellos también

presentaron fenotipo BLEE. EL resto de aislados solo presentaron fenotipo BLEE.

2.4.1. Caracterizacion de B-lactamasas

Se estudié la presencia de B-lactamasas mediante PCR en todos los aislados. Las
carbapenemasas de los aislados con fenotipo MBL fue caracterizada en todos ellos como
blayw,. En el caso de las B-lactamasas de espectro extendido, se encontraron tres cepas

productoras de blacry.m.15, una productora de blacrx.m.s Y una productora de blagyy.1, (Tabla 37).

Se analizaron los entornos genéticos inmediatos de las BLEE tipo CTX-M. En el caso de
CTX-M-15, un aislado presentd la secuencia ISEcp1 interrumpida por 1S26 delante del gen, y la
secuencia orf477 detras del mismo; los otros dos aislados presentaba esta misma secuencia
aguas abajo pero no se pudo llegar a saber lo que se encontraba delante del gen ya que no

llegd a amplificar ninguna PCR probada.

En cuanto a la cepa con blacrxm.s, presentd dicho gen dentro de la estructura del
integrén de clase 1 In60, el cual contiene ademas los cassettes génicos dfrA16 y aadA2 y la
secuencia de insercion ISCR1. Sin embargo, este integrén se encontraba de forma parcial ya

que aguas abajo del gen blacrx..9 N0 se encontré la estructura descrita.
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2.4.2. Integrones

Se analizé la presencia de integrones de clase 1, 2 y 3, de manera que 7 aislados
presentaron integrones de clase 1. La cepa restante (K74) no presenté integrones de ninguna

clase.

Las cepas productoras de carbapenemasa tipo VIM presentaron este gen dentro de la
estructura de integron de clase 1 In1470 descrito en esta tesis: dos de ellas presentaron el
integron completo (aacA4'+blayy,.,+aacA4'-30+arr3+dfrA27), mientras que las tres restantes
presentaron el integron de forma parcial (aacA4'+blay,,.,+aacA4'-30/ ) (Tabla 37). Las dos
cepas que presentaron el integron completo (K67, K89) portaban a su vez un integrén vacio
ausente de casetes génicos y, una de las cepas con integrén parcial (K66), presentd el integron

de clase 1 dfrAl+aadA1 (Figura 22).

A) Estructura del integrén que contiene el gen el gen blayw.,

r | i i N
i |
intl1 aac(A4)’ aac(A4)-30 / arr3

[ |

B) Estructura del integrén de K66

| h
intl1 | dfrAl ) aadA1
— | ,

Figura 22.- Estructuras de los integrones de clase 1 que contienen los aislados de otras
enterobacterias de portadores fecales.
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Tabla 37.- Caracterizacion de B-lactamasas y de integrones de clase 1 encontrados en aislados
de otras enterobacterias de portadores fecales.

Cepas Microorganismo B-lactamasas Integrones de clase 1
aacA4'+blay..+aacA4'-30+arr3+dfrA27

K67 C. freundii bIaV|M_2 , vim-2 f
vacio
aacA4'+blay..+aacA4'-30+arr3+dfrA27

K89 (o freundii bIGV|M_2, b/a(;TX_M_l_:, , vim-2 f
vacio
aacA4'+blay,.+aacA4'-30/

Keé C. freundii blayiy., blaten. vim-2

f ViM-2, STETEMD dfrAl+aadAl

aacA4'+blay..+aacA4'-30,

K90 C. freundii bIGV|M_2, b/a(;TX_M_g vim-2 /
dfrAl16-aadA2-qacEA1+sul1-ISCRI-blacrypg

K59 C. freundii blay.-, aacA4'+blay.,+aacA4'-30/

Kes K. aerogenes blasuy-12, blaoxa-224 aacA4'-23+blapys 224

K74 E. kobei b/aCTx_M_ls No

K92 E. coli blacrxmas, blatem1  Desconocido ©

a . . s . Y
Cepa con ausencia de la region 3’-CS en las que no se pudo determinar la composicién de genes cassettes
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3. Aislados productores de carbapenemasas

3.1. Datos clinicos y epidemioldgicos de las cepas productoras de

carbapenemasas

Durante el periodo de estudio se aislaron un total de 14 enterobacterias productoras
de carbapenemasa (14/89; 15,7%). De estas cepas, ocho (8/51; 15,7%)procedian de muestras
clinicas: 3 K. aerogenes y 5 C. freundii; y seis (6/38; 15,8%) de portadores fecales: 5 C. freundiiy

1 K. pneumoniae.

De los aislados de K. aerogenes, dos pertenecian al mismo paciente y eran productores
de VIM-2. El aislado restante era productor de VIM-1. Es importante destacar que el paciente
del que se aisld la cepa productora de VIM-1 no se encontraba ingresado en el hospital, si no

gue se aislé en una muestra recogida en atencion primaria.

La primera enterobacteria productora de VIM-2 recogida en nuestro entorno se trata
de una cepa de K. gerogenes aislada de un paciente ingresado en la Unidad de Cuidados
Intensivos de nuestro hospital en el afio 2012. El siguiente paciente en el que se encontrd una
enterobacteria productora de carbapenemasa ingresé en UCI 10 meses después del primer
paciente, por tanto, no hubo relacidon temporal entre ellos. Este segundo aislado fue una cepa
de C. freundii. Posteriormente, se encontraron sucesivos aislados de C. freundii productor de
carbapenemasa, que fueron caracterizados como VIM-2. El primer aislado de C. freundii se

recogié en diciembre de 2012 y no se encontré otro aislado hasta enero de 2014.

Se analizé6 la relacion temporal de los aislados de C. freundii productor de
carbapenemasa procedentes tanto de muestras clinicas como de muestras de colonizacion.
Todos los pacientes se encontraban ingresados en la UCI en el momento del aislado de la cepa.
Se observan diferentes periodos en los que hay coincidencia en el tiempo de ingreso en la UCI
entre los pacientes: aflo 2014, 2015 (dos pacientes) y 2016 (Figura 23). En el afio 2015
comenzé el estudio de los portadores fecales, por lo que no tenemos datos de afios anteriores.
Sin embargo, en ese afio, solo se encontraron cepas procedentes de muestras de colonizacién,

ninguna de muestra clinica.

Hay saltos de tiempo entre los aislados de C. freundii productor de MBL. Sin embargo,
como se vera mas adelante, todos ellos presentaron el mismo perfil de PFGE. Ademas, 5 de los
aislados presentaron el mismo integrdn, en el que esta localizado el gen blayu.,, que ha sido

descrito por primera vez en este estudio. En los 5 restantes se describid el principio de ese
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mismo integrén pero no se pudo demostrar la presencia del integron completo. Todos los

pacientes se encontraban ingresados en la UCI en el momento de recogida de la muestra de la

que se obtuvo la cepa.

Figura 23.- Distribucion temporal y duracion del ingreso en UCI de los pacientes con C. freundii
productor de carbapenemasa.
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3.2. Estudio de la sensibilidad a otros antibioticos

Si analizamos la sensibilidad a antibiéticos en las cepas productoras de carbapenemasa
en conjunto, observamos altos niveles de resistencia en los antibidticos B-lactamicos, como era
de esperar, asi como a gentamicina, tobramicina y quinolonas. No se encontrd ninguna cepa
resistente a tigeciclina ni colistina. Es importante destacar que, en el caso de C. freundii la
sensibilidad a antibidticos B-lactdmicos es mayor que en el resto de aislados, principalmente
en el caso de los carbapenems, siendo la Unica especie donde encontramos aislados sensibles

a ertapenem (dos cepas, a su vez sensibles a imipenem) (Tabla 38).
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Tabla 38.- Resistencia a los antibidticos de los aislados productores de carbapenemasa

N2 (%) de N2 (%) de N2 (%) de N2 (%) de
Antibi6tico aislad.os totales | K. a?rogenes C. ].’reundii K. pn.eumaniae
resistentes resistentes resistentes resistentes

(n=14) (n=3) (n=10) (n=1)
Ampicilina 14 (100%) 3 (100%) 10 (100%) 1 (100%)
Amoxicilina / Ac. clavuldnico 14 (100%) 3 (100%) 10 (100%) 1 (100%)
Cefalotina 14 (100%) 3 (100%) 10 (100%) 1 (100%)
Cefazolina 14 (100%) 3 (100%) 10 (100%) 1 (100%)
Cefuroxima 14 (100%) 3 (100%) 10 (100%) 1 (100%)
Cefoxitina 14 (100%) 3 (100%) 10 (100%) 1 (100%)
Cefotaxima 14 (100%) 3 (100%) 10 (100%) 1 (100%)
Ceftazidima 10 (71,4%) 3 (100%) 6 (60%) 1 (100%)
Cefepime 6 (42,9%) 3 (100%) 2 (20%) 1 (100%)
Piperacilina / Tazobactam 13 (92,9%) 3 (100%) 9 (90%) 1 (100%)
Aztreonam 7 (50%) 3 (100%) 3 (30%) 1 (100%)
Imipenem 6 (42,9%) 1(33,33%) 4 (40%) 1 (100%)
Ertapenem 12 (85,7%) 3 (100%) 8 (80%) 1 (100%)
Gentamicina 12 (85,7%) 2 (66,7%) 9 (90%) 1 (100%)
Tobramicina 12 (85,7%) 2 (66,7%) 9 (90%) 1 (100%)
Amikacina 1(7,1%) 0 (0%) 1(10%) 0 (0%)
Ac. Nalidixico 11 (78,6%) 1(33,33%) 9 (90%) 1 (100%)
Ciprofloxacino 10 (71,4%) 1 (33,33%) 8 (80%) 1 (100%)
Tigecilina 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
Trimetoprim / Sulfametoxazol 8(57,1%) 3 (100%) 4 (40%) 1 (100%)
Colistina 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)

3.3. Tipificacion molecular

Se estudiaron los diferentes perfiles de PFGE de las cepas productoras de

carbapenemasa encontradas, tanto procedentes de muestras clinicas como de portadores

fecales. Se analizaron en conjunto y en funcidon de la especie microbiana, comparando sus

patrones. De esta forma, se analizaron por un lado los patrones obtenidos de los aislados de K.

aerogenes y por otro de C. freundii. Al obtenerse solo una cepa de K. pneumoniae productora

de carbapenemasa, su perfil no se comparéd con ningin otro aislado productor de

carbapenemasa.

En el caso de K. aerogenes, se obtuvieron dos patrones diferentes: por un lado, K1y

K13 presentaron perfiles idénticos (son cepas procedentes del mismo paciente), y por otro
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lado K46, que difiere en mas de 7 bandas, por lo que son completamente diferentes. Ademas,
las dos primeras cepas eran productoras de VIM-2 mientras que la tercera era productora de

VIM-1.

En cuanto a los 10 aislados de C. freundii, observamos que en todos ellos se obtiene el
mismo patrén de PFGE, con el mismo nimero de bandas iguales, por lo que son indistinguibles
y, por tanto, clones, a pesar de la diferencia de tiempo entre el hallazgo de estas cepas. Estos
datos sugieren la persistencia de una cepa epidémica que pudo mantenerse en algin
reservorio animado o inanimado de la UCI en los periodos en los que no se documentd su

presencia en pacientes ingresados.

M K1K13 K46 K30 K51 K53 K59 K66 K67 K89 K30 K97 K99

Figura 24.- Patrones de PFGE de los aislados de las enterobacterias productoras de
carbapeneamasa. A la izquierda, los aislados de E. aerogenes y a la derecha los de C. freundii.
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1. Aislados clinicos

Las bacterias con resistencia a multiples antibidticos pertenecen con frecuencia al
orden de los Enterobacterales (Gupta et al. 2011) y constituyen una amenaza emergente para
la salud publica en todo el mundo (Albiger et al. 2015). La prevalencia de enterobacterias que
presentan resistencia a carbapenems ha aumentado en Europa en los ultimos afios. En esta
tesis se estudiaron las enterobacterias con sensibilidad disminuida a carbapenems
procedentes de aislados clinicos de pacientes asistidos en el Hospital Clinico Universitario
Lozano Blesa de Zaragoza. Durante el periodo de estudio, se recogieron un total de 51 cepas
procedentes de 50 pacientes, lo que supone una prevalencia de enterobacterias con

sensibilidad disminuida a carbapenems del 0,13%.

No existen muchos estudios publicados en los que se describa la prevalencia global de
enterobacterias resistentes a carbapenems. En un reciente estudio multicéntrico realizado en
China se observaron tasas de resistencia a carbapenems que oscilaban en E. coli de 0,6 a 3,6%
y en K. pneumoniae de 1,2 a 18,9% en diferentes zonas geograficas (Zhang et al. 2017). En
Europa, la red de vigilancia EARS del Centro Europeo para la Prevencién y Control de
Enfermedades (ECDC) estudia la evolucidon de la resistencia a carbapenems solo en aislados de
infecciones invasivas y en dos especies de enterobacterias: K. pneumoniae y E. coli. En K.
pneumoniae el porcentaje medio de resistencia a carbapenems en pacientes europeos fue del
7,2% mientras que en E. coli la resistencia a carbapenems es inferior, mostrando una tendencia
decreciente, pequefia pero significativa, con valores porcentuales del 0,1% en 2014, 0.2% en

2015, 0.1% en 2016 y 0.1% en 2017 (http://ecdc.europa.eu/).

En el estudio SMART (Study for Monitoring Antimicrobial Resistance Trends) realizado
en Espafia durante 2011 a 2015, cuyos resultados han sido recientemente publicados, se
describen unas tasas de no sensibilidad a carbapenems en enterobacterias entre el 0y 7,7%
para ertapenem y del 0% a 40,3% para imipenem. Ademas, en ese estudio se analizé
especificamente la actividad de ertapenem, mostrando que, en K. pneumoniae, la sensibilidad
a ertapenem variaba en los aislados productores de BLEE, manteniendo un rango de
sensibilidad de 75% a 86.4% en cepas no productores de BLEE y de 59.6% a 72.5% en
productores de BLEE; sin embargo en E. coli no se observaron variaciones (Cantén et al. 2018).
En nuestra experiencia, la sensibilidad a ertapenem no experimenta variaciones en los aislados
productores de BLEE, de modo que el porcentaje de resistencia fue del 7,1% en los no

productores de BLEE y del 10% en los productores. Sin duda, en estos resultados influye que
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en nuestro estudio los aislados fueron seleccionados por su sensibilidad disminuida a

carbapenems.

En cuanto a los estudios de caracterizacién genotipica, en los aislados con fenotipo
BLEE la B-lactamasa mds frecuentemente encontrada fue CTX-M. La mitad de las cepas que la
presentaban, pertenecia al grupo CTX-M-9 (blacrymo Y blacrym-14a). Las cepas con blacrym.o
presentaron dicho gen en un integrén compuesto, con aadB-aadA1l en su region variable. En la
literatura, es frecuente encontrar el gen blacry.m.o dentro del integrén compuesto In60, con
dfrAl16-aadA2 dentro de su regidn variable (Sabate & Prats 2002; Vinue etal. 2008), que
también ha sido descrito en E. cloacae en la plataforma genética int/1-aadB-qacEA1-sull-
ISCR1-blacry.p.o-0rf3-like-1S3000 (Zhao & Hu 2013). Sin embargo, no hemos encontrado
referencias en las que se describa CTX-M-9 asociada a aadB-aadAl. La variante blacry.m-142 €5 |2
variante de CTX-M-14 mas frecuentemente detectada en otros estudios y, ademads, el entorno
encontrado en nuestro aislado flanqueado por las secuencias de insercidn ISEcp1 e 1S903 ha
sido descrito previamente en otros estudios (Eckert et al. 2006; Jouini et al. 2007). La otra
mitad de las cepas con CTX-M presentaron blacry.m.15 CUyo entorno mostraba la secuencia
orf477 detras del gen y, delante del mismo, la secuencia ISEcp1 solo se pudo confirmar en un

aislado.

Todos los aislados productores de B-lactamasas AmpC fueron E. coli y albergaban el
gen blacyy.,. Se cree que blacyy., tiene como origen el cromosoma de Citrobacter y que, gracias
a elementos moviles, ha sido capaz de distribuirse en otras especies (Jacoby 2009). Esta
variante ha sido descrita ampliamente en la literatura y en la actualidad es la B-lactamasa
plasmidica de tipo AmpC mas frecuentemente descrita en E. coli (Sidjabat et al. 2014). En un
estudio multicéntrico llevado a cabo en nuestro pais se observéd que mas del 85% de los
aislados de E. coli productores de AmpC eran productores de la B-lactamasa CMY-2 (Miro et al.
2013). Anteriormente, en un estudio realizado en nuestro medio, se observd que mas del 90%
de los aislados productores de AmpC presentaban CMY-2 siendo, en su mayor parte, E. coli

(Gude et al. 2013).

El 15,7% (8 cepas) de los aislados con sensibilidad disminuida a carbapenems
obtenidos de aislados clinicos presentaron fenotipo MBL, asociado con la presencia del gen
blayw. En muchos estudios se confirma que la produccién de carbapenemasas es el principal
mecanismo que causa resistencia a carbapenems en enterobacterias. Sin embargo, en nuestro
medio, el porcentaje de carbapenemasas encontradas en las enterobacterias con sensibilidad

disminuida a carbapenems fue bajo. El grupo europeo de vigilancia de enterobacterias
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productoras de carbapenemasa (European survey of carbapenemase-producing
enterobacteriaceae, EuSCAPE) realizd un estudio multicéntrico en el que se estudid la
produccién de carbapenemasas en aislados de K. pneumoniae y E. coli. Durante el periodo de
estudio se recogieron un total de 1203 K. pneumoniae y 194 E. coli no sensibles a
carbapenems, siendo los porcentajes de aislados productores de carbapenemasas de 70,7% vy
39,7%, respectivamente (Grundmann etal. 2017). Ademas, sefialan que los aislados no
sensibles a carbapenems en los que no se detectd produccion de carbapenemasa (29,3% K.
pneumoniae y 60,3% E. coli) podrian expresar mecanismos alternativos como la disminucién de
permeabilidad. Los porcentajes de carbapenemasas obtenidos en este estudio entre los
aislados no sensibles a carbapenems son superiores a los encontrados en nuestro estudio.
También es destacable que Grundmann y colaboradores estudiaron solo cepas de K.
pneumoniae y E. coli mientras que en nuestro estudio, que ha vigilado todas las

enterobacterias, no se obtuvo ningun aislado productor de carbapenemasa de estas especies.

Los genes codificantes de las metalo-B-lactamasas tipo VIM se encontraron en
integrones de clase 1, como han descrito otros autores anteriormente (Matsumura et al. 2017;
van Duin & Doi 2017). Todos los aislados presentaron la variante VIM-2 excepto uno, que
contenia una copia del gen blay.1. Estos integrones contenian una Unica copia del gen blayy
en combinacidn con genes que confieren resistencia a otros antibidticos, resultados que han
sido descritos previamente (Matsumura et al. 2017). Dentro del grupo de las carbapenemasas
tipo VIM, la variante VIM-2 es la mds prevalente a nivel mundial, habiéndose descrito
principalmente en P. aeruginosa (Paul et al. 2016) y, en menor medida, en enterobacterias

(Walsh et al. 2005).

La cepa productora de VIM-1 presentd dicho gen dentro de la estructura del integron
In3103, que fue descrito por primera vez en Espaia en 2015 en una cepa de K. oxytoca
(Papagiannitsis et al. 2015). Sin embargo, en el resto de aislados que eran portadores del gen
blayw.,, éste se encontraba dentro de un integrén de clase 1 cuya estructura no habia sido
descrita con anterioridad. Encontramos una cepa co-productora de BLEE (CTX-M-9) y
carbapenemasa VIM-1. En un estudio llevado a cabo por Oteo et al. en Espaia, detectaron
enterobacterias productoras de carbapenemasas y BLEE en el 70,4% de los aislados, siendo
mas frecuente la produccion de ambas B-lactamasas en las cepas productoras de OXA-48 (J

Oteo et al. 2015).

Existe una fuerte correlaciéon entre la presencia de integrones y la expresion de

fenotipos multirresistentes en enterobacterias, independientemente de la cepa, la especie o el
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origen. Como ocurre en este estudio, se ha descrito la asociacidn de resistencia a antibidticos
B-lactamicos, quinolonas y aminoglucdsidos debida a una gran variedad de casetes genéticos
encontrados entre los integrones que portan las enterobacterias y codifican co-resistencia
(Kaushik et al. 2018). En los aislados productores de carbapenemasa encontramos los genes
codificantes de las metalo-B-lactamasas dentro de integrones de clase 1, en cuya estructura se
integraban también genes de resistencia a aminoglucésidos. En un aislado de C. freundii se
encontré el integrén aadB+aadA2, que habia sido descrito anteriormente en esta misma
especie (Pepperell et al. 2002). Adem3ds de los genes de resistencia a aminoglucésidos, en 4
aislados se encontraron genes de resistencia a fluoroquinolonas (gnrA1 y gnrB6). Aunque los
mecanismos transferibles de resistencia a quinolonas (como gnr) confieren un bajo nivel de
resistencia, suelen ir asociados a integrones portadores de otros genes que originan fenotipos

multirresistentes (Hou et al. 2015; Bado et al. 2010).
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2. Aislados procedentes de portadores

Las enterobacterias forman parte de la microbiota comensal del tracto intestinal en
individuos sanos, de modo que el intestino constituye un importante reservorio de bacilos
gram negativos multirresistentes, especialmente en pacientes hospitalizados en unidades con
elevada presidon antibidtica como las UCls, pudiendo colonizar los pacientes y el medio
ambiente, lo que constituye un desafio para la prevencién de la diseminacion de
enterobacterias multirresistentes como parte esencial de la vigilancia y control de infecciones.
Con el objetivo de conocer la prevalencia de enterobacterias multirresistentes y adoptar
medidas preventivas para limitar la propagacion de microorganismos multirresistentes en
pacientes ingresados en UCI, analizamos la existencia de portadores fecales colonizados por

enterobacterias con sensibilidad disminuida a carbapenems.

Se han publicado diversos estudios acerca de la colonizaciéon rectal por
enterobacterias multirresistentes en pacientes ingresados, principalmente centrados en la
detecciéon de portadores intestinales de enterobacterias productoras de BLEE y otras fB-
lactamasas. La prevalencia de pacientes hospitalizados colonizados por estas enterobacterias
se estima que oscila entre un 3 y 7% (Bhargava et al. 2014), pero puede ser superior en
pacientes ingresados en las Unidades de Cuidados Intensivos (Hammami et al. 2017; Padilla-

Serrano et al. 2018).

Nosotros hemos estudiado los portadores intestinales de enterobacterias con
sensibilidad disminuida a carbapenems entre los pacientes ingresados en el Servicio de
Medicina Intensiva. Durante este periodo (18 meses) se recibieron 1324 muestras
procedentes de 598 pacientes, con una tasa de colonizacion del 6,35% (38 pacientes), siendo
muy mayoritaria la presencia de K. pneumoniae (78,95%). Este porcentaje de colonizacion es
menor que el hallado en otros estudios, como el de McConville, que mantenia una tasa de
colonizacién por enterobacterias resistentes a carbapenems en pacientes ingresados en UCI
del 10,65% (McConville etal. 2017); o el estudio mas recientemente realizado en Espafia
donde recogen un porcentaje de colonizacién por enterobacterias multirresistentes del 14,4%

(Padilla-Serrano et al. 2018).

En otro estudio espafiol se describieron tasas de colonizaciéon ain mas elevadas, del

16,1% en el caso de pacientes colonizados por enterobacterias productoras de
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carbapenemasas y del 17,7% de enterobacterias productoras de BLEE (Maseda et al. 2017).
Asimismo, acorde con nuestros resultados, la especie mds frecuentemente hallada entre los

aislados procedentes de portadores fue K. pneumoniae (92,68% de los pacientes).

2.1. Aislados de K. pneumoniae multirresistentes como

colonizador intestinal

K. pneumoniae es una de las enterobacterias multirresistentes mas frecuentemente
adquiridas en la UCI (European Centre for Disease Prevention and Control 2018). En nuestro
estudio nos hemos centrado en el andlisis de los aislados de K. pneumoniae multirresistentes
procedentes de portadores fecales y la investigacion de infecciones clinicas surgidas en los
pacientes portadores. De los 30 pacientes colonizados por estas cepas, 10 desarrollaron con
posterioridad a la colonizacion infecciones en las que recuperamos cepas de K. pneumoniae
con fenotipo similar a los obtenidos de las muestras de colonizacién. El conocimiento de la
existencia de colonizacién por bacterias multirresistentes puede ayudar a para prevenir
infecciones nosocomiales asociadas, tanto enddgenas como cruzadas, y orientar la
instauracién precoz de un tratamiento empirico apropiado en caso de infeccion. Numerosas
publicaciones coinciden en que la colonizacidn rectal es un importante factor de riesgo para el
desarrollo de infecciones por enterobacterias resistentes a carbapenems, especialmente en
pacientes de UCI (McConville et al. 2017; Tischendorf et al. 2016). En un reciente estudio
realizado en Estados Unidos, demostraron que el estado de portador en pacientes de UCI se
asocia significativamente con el desarrollo de una infeccién posterior por CRE, de manera que
el 47% de los pacientes colonizados desarrollaron una infeccién dentro de los siguientes 30

dias de ingreso (McConville et al. 2017).

En nuestro estudio, ningln paciente ingresé en la UCI colonizado, y mas de la mitad de
ellos se colonizaron en la primera semana de ingreso. A diferencia de nuestros datos, en un
estudio similar realizado en nuestro pais encontraron que el 70% de los pacientes colonizados
ingresaron en UCI siendo ya portadores (Padilla-Serrano et al. 2018). Estas diferencias pueden
ser consecuencia del distinto grado de propagacién de estos microorganismos en diferentes

zonas de nuestro pais.

La colonizacién simultanea por varios microorganismos multirresistentes es cada vez

mas frecuente ya que suelen ser pacientes que acumulan factores de riesgo intrinsecos y
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extrinsecos que facilitan la colonizacién, especialmente en entornos como la UCI, en los que se
reiteran los cuidados y hay una elevada presion antibidtica selectiva. En los pacientes
colonizados por K. pneumoniae se evalud la colonizacidn por otros gérmenes multirresistentes.
Observamos que el 40% de los pacientes colonizados por K. pneumoniae también se
colonizaron por otros microorganismos, principalmente P. aeruginosa productora de
carbapenemasa de clase B (10 pacientes) y SARM (3 pacientes). En la mayor parte de los casos

(58,4%) la primera colonizacion fue por K. pneumoniae multirresistente.

Los datos que se presentan en la red de vigilancia EARS del Centro Europeo para la
Prevencion y Control de Enfermedades (ECDC) para nuestro pais muestran unas cifras de cepas
de K. pneumoniae resistente a carbapenems que oscilan entre un 2,3 y un 2,7% (afios 2014 -
2017). A pesar de ello, la prevalencia de K. pneumoniae resistente a carbapenems en Espafia
no es tan elevada, si la comparamos con otros paises europeos como Grecia, Italia 0 Rumania
(http://ecdc.europa.eu/). Durante el periodo de nuestro estudio, el 5,02% de los pacientes
ingresados en UCI se colonizaron por cepas de K. pneumoniae resistentes a ertapenem,
porcentaje muy superior al descrito por el ECDC, si bien la comparacién no es ajustable porque
nuestro estudio recoge aislados de pacientes portadores ingresados en UCI mientras que en el

informe del ECDC se describen aislados clinicos obtenidos de muestras invasivas.

Como ocurre en este estudio, se ha descrito que haber recibido tratamiento
antibidtico en el mes previo es un factor de riesgo de colonizacion rectal por enterobacterias
multirresistentes, especialmente cuando se usaban B-lactamicos como cefalosporinas de 32
generacion y carbapenems (Ana Maduefio et al. 2017; Kiddee et al. 2018). En nuestro estudio,
todos los pacientes habian recibido B-lactamicos los 30 dias previos, y en concreto
carbapenems el 80%. Otro factor de riesgo identificado tanto en nuestro estudio como en
otros es el haber sido sometido a un procedimiento quirdrgico previo, en particular los
relacionados con cirugia abdominal y los invasivos como endoscopias digestivas (Maseda et al.
2017; Leikin-Zach et al. 2018; Padilla-Serrano et al. 2018). En nuestro estudio, el 40% de los
pacientes habia sufrido una intervencidon quirdrgica abdominal en los ultimos quince dias
debido a una peritonitis secundaria a perforacion, hemorragia digestiva y/o abscesos
intraabdominales. En nuestro caso, el 70% de los pacientes presentaron comorbilidades

cardiovasculares, factor que no ha sido descrito previamente.

En esta tesis hemos estudiado y caracterizado diferentes mecanismos de resistencia a
antibiodticos B-lactdmicos en los aislados de K. pneumoniae. Estudiamos la presencia de genes

codificantes de BLEE, B-lactamasas tipo AmpC y carbapenemasas de clase A, B y D (OXA-48).
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Es destacable que, a pesar de que todos los aislados presentaron una sensibilidad disminuida a
carbapenems, solo se encontré un aislado de K. pneumoniae productor de carbapenemasa. El
resto presentaron B-lactamasas de tipo BLEE y/o AmpC. Por tanto, podemos concluir que, en
nuestro entorno, el mecanismo de resistencia a carbapenems por produccién de
carbapenemasas es muy poco frecuente y que la prevalencia de carbapenemasas en
enterobacterias identificadas en portadores es también muy baja y no constituye por ahora un
problema de envergadura. Este hecho, en un entorno de creciente propagacién de cepas
multirresistentes, nos habilita para mantener una vigilancia estricta que permite la deteccién
precoz de estas cepas y la consiguiente adopcion de medidas de control que eviten su difusion
y la posible endemia subsiguiente que tanto sufrimiento, dificultades y costes suponen para la

asistencias de los pacientes.

Durante los ultimos afios se han notificado multiples brotes producidos por
enterobacterias productoras de BLEE, siendo K. pneumoniae la especie mas propagada.
Concretamente, en la Ultima década, las B-lactamasas tipo CTX-M-15 han surgido como el tipo
dominante de BLEE en enterobacterias y especialmente en K. pneumoniae, causando brotes en
contextos tanto nosocomiales como comunitarios (Calbo & Garau 2015; Oteo et al. 2009). En
nuestro estudio, 19 de los aislados presentaron B-lactamasas tipo BLEE, siendo CTX-M-15 la
mas frecuentemente encontrada (11 aislados). Ademas, estos aislados también producian
otras B-lactamasas (SHV-76, SHV-2a y TEM-1). En 10 de ellos, las secuencias ISEcpl y orf477
fueron detectadas flanqueando el gen blacrx.m.15 , como ya ha sido descrito en la literatura
(Eckert et al. 2006; Jouini et al. 2007; Ruiz et al. 2010; Canton & Coque 2006). En el aislado
restante, la secuencia ISEcp1 se encontraba interrumpida por la presencia de la secuencia de
insercién 1S26, hecho que se ha descrito anteriormente (Saladin et al. 2002; Eckert et al. 2006;

Lartigue et al. 2004; Jouini et al. 2007).

Los genes codificantes de BLEEs pueden existir como entidades separadas o pueden
aparecer dentro de integrones complejos que facilitan su propagacién a otros
microorganismos (Cantén et al. 2008). Varios estudios han demostrado una alta incidencia de
integrones en cepas de Klebsiella productoras de BLEE en contraste con las cepas que no
producen estas enzimas, lo que sugiere su papel fundamental en la transferencia de los que
producen las BLEE (Machado et al. 2007). Los integrones en Klebsiella spp. también portan
genes que codifican diferentes variantes de metalo-B-lactamasas, como IMP y VIM, los cuales

suelen estar incluidos en integrones de clase 1 (Castanheira et al. 2016; Kaushik et al. 2018).
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Los patrones de multirresistencia encontrados en enterobacterias y, concretamente,
en K. pneumoniae estan asociados a genes determinantes de resistencia que se localizan en la
region variable de integrones. Por ello, estudiamos la presencia de integrones en los aislados
recogidos, seleccionando una cepa por perfil de PFGE. En 9 asilados no se pudo conocer la
estructura de las regiones variables de los integrones. Se detectaron 9 estructuras diferentes
de integrones de clase 1, y no se obtuvo ningln resultado positivo para la investigacion de
integrones de clase 2 o de clase 3. La Unica cepa productora de carbapenemasa presenté el
gen blayw., dentro de un integron en combinacién con genes que confieren resistencia a
aminoglucésidos, y ademds portaba otros dos integrones, uno de los cuales era un integrén
vacio. Cabe destacar que 2 cepas presentaron dos integrones simultdneamente y 4 portaban

tres integrones diferentes.

Encontramos 9 estructuras diferentes de integrones de clase 1 que portaban genes
codificantes de resistencia a B-lactdmicos, quinolonas y aminoglucdsidos descritos
anteriormente como blagyxa.1, blaoxa24, aac(6')l'-23, aadA2 y aac(6')lb-cr, entre otros (Ruiz,
Séenz, et al. 2012; Xia et al. 2016; Chang et al. 2011). Ademas, tres integrones encontrados en
6 de los aislados presentan también genes de resistencia a rifampicina (arr3), lo que confirma
la asociacion descrita en la literatura de un fenotipo de resistencia a rifampicina con la
presencia de integrones en cepas de Klebsiella spp. (Kaushik et al. 2018). Otros genes de
resistencia transmisible a quinolonas detectados fueron diferentes variantes de gnrB y gnrS. La
resistencia plasmidica a quinolonas esta asociada con frecuencia con integrones complejos que
contienen blagya, en aislados productores de B-lactamasas (Jacoby et al. 2011a; Bado et al.
2010; Cao et al. 2014). En nuestro estudio, los dos aislados que portaban el casete genético
blapxa-1, eran también productoras de gnrB (uno qnrB4 y el otro gnrB6). Ademas, el gen blaoya.1
se encontraba dentro del integron aac(6')lb-cr-blagxa.,-catB3-arr3 , el cual ha sido relacionado
anteriormente con gnrB4 en aislados de K. pneumoniae (Pérez-Moreno et al. 2012; Ruiz,

Séenz, et al. 2012).

No se pudo llegar a conocer la estructura de la regién variable de 9 aislados,
pertenecientes al ST405 y uno al ST1145, posiblemente por ser integrones de clase 1 atipicos,
gue se caracterizan por carecer de 3'CS o presentar una regién 3'CS inusual con reemplazo de

sully gacEA1 por sul3 y gacH genes, respectivamente (Kaushik et al. 2018).

El grave problema originado por a la diseminacién global de cepas de K. pneumoniae
productoras de carbapenemasas se debe, en buena medida, a la propagacién de cepas

productoras de carbapenemasas tipo KPC, OXA-48 y NDM. No obstante, se evidencian
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considerables diferencias en su distribucidén geografica. Las cepas productoras de KPC y NDM
se encuentran mayoritariamente en Estados Unidos, Canada, Grecia, Taiwan, Colombia vy
China; mientras que OXA-48 es un problema en Argentina (Lee etal. 2016). En Europa el
principal problema se debe a KPC y OXA-48. En Espafia, sin embargo, predominan las cepas de
K. pneumoniae productoras de OXA-48 (Machuca et al. 2018; A. Maduefio et al. 2017) seguidas
de las productoras de VIM en una proporcion mucho menor (Albiger et al. 2015; J Oteo et al.
2015; Aracil-Garcia et al. 2017). En un estudio realizado por Brafas y colaboradores en Madrid
describieron que en mas del 90% de los pacientes colonizados por K. pneumoniae productora
de carbapenemasa producian OXA-48, mientras que VIM, aun siendo la segunda
carbapenemasa encontrada, solo representd el 4,8% de los aislados. A pesar de la alta
prevalencia en nuestro pais de K. pneumoniae productora de carbapenemasa, especialmente
OXA-48, nosotros solo encontramos un aislado productor de carbapenemasa, que presentd
fenotipo compatible con una carbapenemasa de clase B y fue caracterizado como productor

de VIM-2.

Aun no siendo tan frecuentes en K. pneumoniae, la clase VIM es el grupo de
carbapenemasas que con mayor frecuencia se describe en todo mundo y en diferentes
especies bacterianas, estando especialmente presente en P. aeruginosa. Cepas de K.
pneumoniae productoras de VIM se han extendido en diferentes paises de Europa y Asia
aunque en menor medida que otras carbapenemasas, sin embargo es raro encontrarlas en
América y Africa (Lee et al. 2016; Galani et al. 2019; Papagiannitsis et al. 2010; Mohammad Al
Tabrizi et al. 2018). En Espafia, hay pocos casos descritos de K. pneumoniae productora de
VIM, y casi todos ellos se refieren siempre a la variante VIM-1 (Brafias et al. 2015; Sanchez-
Romero et al. 2012). Hasta la fecha no se han descrito cepas de K. pneumoniae productoras de

blayw-, en Espafia, y en el resto de Europa se han descrito pocos casos (Perilli et al. 2013).

En nuestro estudio la resistencia a carbapenems en los aislados de K. pneumoniae
viene determinada principalmente por la combinacion de la produccién de una B-lactamasa
tipo BLEE o AmpC junto con la pérdida de las porinas de membrana OmpK35, OmpK36 y/o
OmpK37 (Ruiz, Ocampo-Sosa, et al. 2012; Doménech-Sanchez et al. 2003; Garcia-Fernandez
et al. 2010). Desde la introduccién de los carbapenems en la practica clinica, la resistencia a los
mismos ha ido creciendo considerablemente. Aunque la resistencia viene determinada,
principalmente, por la diseminacion de las carbapenemasas, la aparicién de mutantes de K.
pneumoniae resistentes a carbapenémicos debido a la pérdida de la estructura de las porinas
es un hecho que se ha demostrado reiteradamente (Martinez-Martinez 2008; Doménech-

Sanchez et al. 2003; Tsai et al. 2011). No encontramos ninguna cepa con una estructura de las
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tres porinas a la vez conservadas: de los 17 patrones diferentes encontrados de OmpK35, 36 y
37, en once no se detecté mediante PCR la presencia de alguna de las porinas, y diez
presentaron una mutaciéon que daban lugar a un codon de finalizaciéon prematuro. Solo se
encontré un aislado con un patréon de OmpK que mantenia la estructura de las tres porinas,
aunque presentaba numerosas alteraciones en OmpK36 y OmpK37 (patrén 12). Este aislado
correspondio a la Unica cepa productora de carbapenemasa (aislado K100). Ademas, en todos
los aislados en los que se detectd la presencia de OmpK37 mediante PCR, se observé la
presencia de muchas alteraciones en la estructura, coincidiendo con las descritas por Ruiz y
colaboradores (Ruiz, Ocampo-Sosa, et al. 2012). Por tanto, el conjunto de estas modificaciones
de las proteinas de membrana de los aislados de K. pneumoniae sugieren que en todos elllos

hay una pérdida o deterioro de la funcidn de la permeabilidad a los carbapenems.

La combinacién de la alteracion de las porinas junto con las B-lactamasas detectadas,
como CTX-M-15, SHV-76, SHV-2a y DHA-1, se traduce en una disminucién de la sensibilidad a
carbapenems, especialmente a ertapenem. Este hecho ha sido estudiado anteriormente por
Tsai y colaboradores, quienes sefialaron que la combinacion de B-lactamasas tipo CTX-M-15 o
DHA-1 y la pérdida de OmpK35 u OmpK36 aumentaba la CMI a los carbapenems estudiados
(ertapenem, meropenem, imipenem y doripenem), volviéndose resistentes, y en el caso de la
combinacion con SHV-12 se produce resistencia a ertapenem y meropenem (Tsai et al. 2013).
Otros autores también han descrito la asociacidn de la falta de funcionalidad de las porinas y la
produccién de algunas de las B-lactamasas que hemos encontrado en nuestros aislados (CTX-
M-15, SHV-11 y DHA-1) como responsables del mecanismo de resistencia a carbapenems en
cepas no productoras de carbapenemasas (Hamzaoui et al. 2018; Ruiz, Ocampo-Sosa, et al.
2012; Lin et al. 2018; Poulou et al. 2013). De los 22 aislados caracterizados, 14 producen una o
varias de estas B-lactamasas (CTX-M-15, SHV-11 y DHA-1), lo que explica su sensibilidad
disminuida a carbapenems. Un aislado era productor de MBL, y de los 7 restantes, 6 eran
productores de BLEE tipo SHV-2, con perfil hidrolitico de B-lactamasa de espectro extendido,
cuya expresion, junto a una disminucién de OmpK36, contribuye a la resistencia a
cefalosporinas y carbapenems (Crowley et al. 2002). En el Gltimo aislado se encontré una
nueva variante de SHV (ademas de SHV-1) que no pudo ser incluida en la base de datos del

GenBank, por lo que desconocemos su perfil hidrolitico.

Respecto al estudio de clonalidad de los aislados, se estudiaron los 30 aislamientos de
K. pneumoniae a los que se les realizé PFGE. El analisis reveld la presencia de 8 tipos clonales
diferentes, si bien el 83,3% de los aislados se agrupaban en 3 patrones. Se encontré un clon

mayoritario, que pertenecié al ST405.
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La tipificacion molecular de nuestros aislados mostro la presencia de 7 secuenciotipos
(ST) diferentes. El mas frecuentemente encontrado fue ST405, seguido de ST340 y ST15. Es
importante destacar que hemos encontrado tres ST de alto riesgo: ST340 (8 aislados), ST15 (2
aislados) y ST11 (1 aislados). Un aspecto relevante de los clones denominados "de alto riesgo"
es que han experimentado una rdpida diseminaciéon mundial en pocos afios. El mejor ejemplo
es el clon ST258 de K. pneumoniae productora de KPC que actualmente se considera endémico
en Estados Unidos, Israel, Grecia, ltalia, Polonia y Colombia. En nuestro estudio no
encontramos ningun aislado perteneciente al ST258. Otros ejemplos de clones de alto riesgo
muy propagados son el ST11 en China y Brasil, el ST15 en Italia, Polonia y Colombia o el ST340
en Brasil y Grecia (Mathers et al. 2015).

A nivel mundial, los secuenciotipos mas frecuentemente descritos en K. pneumoniae
productoras de carbapenemasa son ST11, ST14, ST101, ST147 y ST258. Como ya se ha
sefalado, el ST258 se ha relacionado con la diseminacién de K. pneumoniae productora de
KPC, mientras que ST11 estd relacionado con la produccidon de diferentes carbapenemasas
como NDM-1, OXA-48, KPC-2, VIM-1 y OXA-245 (Lee et al. 2016). La enzima OXA-48 se ha
descrito en varios clones de K. pneumoniae (ST101, ST11, ST14, ST15, ST147, ST395 y ST405),
distribuidos por Europa y sobre todo por algunos paises mediterrdneos (J Oteo et al. 2015;
Voulgari et al. 2013; Pafio-Pardo et al. 2013). En Espaiia, los ST mas frecuentemente descritos
en cepas de K. pneumoniae productoras de OXA-48 son ST405 y ST11 (J Oteo et al. 2015;
Pérez-Vazquez et al. 2016). En concreto, el ST11 estad descrito como uno de los clones de alto
riesgo que se asocia con mds frecuencia a la multirresistencia (Barragan-Prada et al. 2019;
Hernandez-Garcia etal. 2018). En nuestro estudio, no hemos encontrado ninguin aislado
productor de OXA-48 pero la mayor parte de los aislados (53,3%) pertenecieron al ST405, y un
aislado al ST11, lo que sugiere que estdn muy relacionados y distribuidos por nuestro pais. El

Unico aislado productor de carbapenemasa (VIM-2) pertenecio al ST340.

El problema que sugiere la presencia de estos clones de alto riesgo es que, por su
demostrada capacidad para acumular genes de resistencia, virulencia y capacidad adaptativa,
pueden propagarse de forma silente y constituir un huésped propicio para la captacién de
genes de resistencia a diferentes antimicrobianos, incluyendo codificadores de
carbapenemasas, que encontrarian asi un medio propicio para su emergencia y propagacion,
especialmente en unidades con elevada presién antibidtica selectora y mayores posibilidades

para la transmision de infecciones, como son las UCls.
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La presencia de BLEEs tipo CTX-M en K. pneumoniae ha sido descrita por diferentes
autores, relacionando distintos secuenciotipos con su difusion. En particular, CTX-M-15 ha sido
asociada a una gran variedad de STs como ST11, ST15, ST16, ST340, ST341 y ST405 entre otros
(Wyres & Holt 2016; Becker et al. 2018; Woodford et al. 2011; Cantén et al. 2012). En nuestro
estudio todos los aislados productores de CTX-M-15 pertenecieron al ST405 excepto uno, que

pertenecia al ST340.

En cuanto al estudio filogenético, todos los aislados pertenecieron al grupo Kpl,
excepto uno que presentaba una mutacidon en gyrA origninando un perfil no descrito en la

literatura.

2.2. Otras enterobacterias con sensibilidad disminuida a

carbapenems como colonizadores intestinales

Durante el periodo de estudio, se aislaron otras enterobacterias que presentaron
sensibilidad disminuida a antibidticos carbapenémicos. C. freundii fue el mas frecuente (5

cepas), seguido de E. coli, K. aerogenes y E. kobei.

Todos los aislados de C. freundii presentaron fenotipo MBL y fueron caracterizados
como portadores de blay.,. Dos de ellos, ademas, fueron productores de B-lactamasas de
espectro extendido tipo CTX-M (blacrx.m-15 Y blacrxm-o), que han sido descritas previamente en
C. freundii por todo el mundo (Shahid 2010; Munday et al. 2004; Arana et al. 2017). En los tres
aislados restantes, no se confirmd la presencia de ninguna carbapenemasa. Sin embargo, los
tres presentaron un fenotipo compatible con una produccién de BLEE, que se confirmé
mediante la deteccién de CTX-M-15 en dos aislados (E. coli y E kobei) y, de SHV-12 en la cepa
de K. aerogenes. Este Ultimo enzima presenta un perfil hidrolitico de B-lactamasa de espectro
extendido y estd muy extendida en Asia y en el sur de Europa, asi como en nuestro pais (Liu

et al. 2016; Alonso et al. 2017).
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Las cepas productoras de carbapenemasa portaban el gen blayw., dentro de un
integrén de clase 1, cuya estructura se analizara en el siguiente apartado. La B-lactamasa de
espectro extendido blacix.m.o S€ encontrd dentro del integrén compuesto conocido como /n60,
con dfrAl6+aadA2 dentro de la regidn variable, descrita por primera vez en E. coli en el afio

2000 (Sabaté et al. 2000).
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3. Aislados productores de carbapenemasas

Aunque la resistencia a carbapenems en enterobacterias suele estar mediada
principalmente por la produccion de carbapenemasas, en nuestro entorno, las
carbapenemasas no son la principal causa de la sensibilidad disminuida a carbapenems vy, por
tanto, su prevalencia es baja. En este apartado analizaremos los resultados en conjunto de las

cepas productoras de carbapenemasas.

Se detectaron un total de 14 cepas productoras de carbapenemasas, tanto de
muestras clinicas como de portadores, lo que supone un 15,73% de los aislados con
sensibilidad disminuida a carbapenems. La resistencia a carbapenémicos en las cepas
productoras de carbapenemasa fue del 85,7% a ertapenem y 42,9% a imipenem, lo que nos
alerta sobre la importancia de estar atentos para detectar enterobacterias productoras de
carbapenemasas en nuestro hospital, especialmente en aislados de C. freundii, ya que pueden
mantener sensibilidad a carbapenems a pesar de ser productores de metalo-B-lactamasas.
Todas las enterobacterias productoras de carbapenemasa presentaron un fenotipo MBL vy

fueron caracterizadas como blayy.

Las cepas productoras de carbapenemasas suelen presentar co-resistencias a otros
antimicrobianos no B-lactdmicos, debido a la inclusién de otros genes de resistencia en
elementos genéticos méviles como integrones y plasmidos, lo que favorece su diseminacion.
En nuestro estudio, la resistencia frente a antibidticos no B-lactdmicos en las enterobacterias
productoras de carbapenemasas es elevada. Se observaron elevados porcentajes de
resistencia a aminoglucdsidos (gentamicina 85,7%, tobramicina 85,7%), quinolonas
(ciprofloxacino 71,4%), y cotrimoxazol (57,1%). Es destacable que solo se encontré una cepa
resistente a amikacina y no se encontrd ningun aislamiento resistente a colistina. En un
estudio multicéntrico realizado en Espafa en el que estudiaron diferentes aislados de
enterobacterias productoras de carbapenemasas, los porcentajes de resistencia a gentamicina
(66,8%) y tobramicina (83,6%), fueron inferiores a los resultados obtenidos en nuestro

estudio, mientras que los de ciprofloxacino (87,3%), cotrimoxazol (83,9%) y amikacina (18,7%)

fueron superiores (J Oteo et al. 2015).

En Espaia, los primeros casos detectados de enterobacterias productoras de
carbapenemasas correspondieron a aislados productores de VIM-1 (Tértola et al. 2005). En
2009, en un estudio multicéntrico llevado a cabo en 35 hospitales espafioles, se detectaron 43

enterobacterias productoras de carbapenemasas (0.04%), siendo las mas frecuentes VIM-1 y
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IMP-22 (Miro et al. 2013). Sin embargo, desde el primer brote producido por K. pneumoniae
productora de OXA-48 (Pitart etal. 2011), se ha producido un importante cambio
epidemioldgico caracterizado por un aumento de estas cepas. Actualmente las cifras son
elevadas, particularmente en algunas regiones y hospitales con un claro predominio de OXA-

48, descrita principalmente en K. pneumoniae (Machuca et al. 2018; Oteo et al. 2014).

A pesar de que en muchos lugares de Espafia ha habido un alarmante incremento de
carbapenemasas, que principalmente persisten en diferentes clones de K. pneumoniae
productoras de OXA-48, no hemos encontrado ninguna enterobacteria productora de esta
enzima. En un estudio multicéntrico realizado en Espafia en 2013, se describié una mayor
distribucion geografica de los aislados productores de VIM, siendo esta enzima detectada en
16 de las provincias participantes en el estudio, frente a 10 provincias en el caso de OXA-48 (J
Oteo et al. 2015). Por tanto, aunque el numero de enterobacterias productoras de OXA-48 sea
mayor que el de productores de VIM, éstas se encuentran distribuidas en un nimero mas

reducido de provincias.

Todos los enzimas identificados fueron caracterizados como blay., excepto un aislado
de K. aerogenes, que fue productor de VIM-1. En este aislado, el gen codificante de la
carbapenemasa se encontraba en un integrén de clase 1, In3103, descrito por primera vez en
K. oxytoca en Espafia (Papagiannitsis et al. 2015) y posteriormente descrito en una cepa de
Enterobacter hormaechei (Matsumura et al. 2017). No hemos encontrado mas publicaciones
en las que se haga referencia a este integrdn, y es la primera vez que se describe en un aislado

de K. aerogenes.

Los aislados productores de VIM-2 presentaban el gen codificante de la metalo-B-
lactamasa dentro de un integrén de clase 1 que no habia sido descrito con anterioridad y que
fue registrado en GenBank con el nimero In1470. En el integrén se incluian genes de
resistencia a otros antibidticos como aminoglucdsidos (aacA4’), rifampicina (arr3) y
trimetoprim (dfrA27). Ademas, presentaba una nueva variante del gen codificante de la acetil-
transferasa aacA4 que confiere resistencia a aminoglucdsidos. Tanto el nuevo integron como
la nueva variante de la acetilasa fueron incluidas en las bases de datos correspondientes, con
los nombres In1470y aacA4'-30, respectivamente. El integrén completo se detectd en 6 de los
aislados (3 C. freundii, 2 K. aerogenes y 1 K. pneumoniae). En el resto de los aislados, no se

pudo confirmar la presencia del integrén completo.
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Desde la primera descripcion de VIM-1 en lItalia en 1997, se han detectado bacterias
productoras de VIM en todo el mundo (Nordmann et al. 2011). Las carbapenemasas tipo VIM
son comunes en P. aeruginosa, pero siguen siendo relativamente raras entre las
enterobacterias, y se encuentran principalmente en Europa, concretamente en Grecia, ltalia,
Hungria y Espafia (Albiger etal. 2015; Eichenberger & Thaden 2019). Las especies mas
comunes asociadas a VIM son K. pneumoniae, E. coli y Enterobacter spp (Matsumura et al.
2017). En nuestro estudio hemos descrito aislados productores de VIM en K. aerogenes, C.

freundiiy K. pneumoniae.

Se han descrito aislados de P. aeruginosa productores de blay., distribuidos en todo
el mundo, sin embargo, existen menos descripciones de enterobacterias productoras de VIM-
2. En enterobacterias, las variantes mas frecuentemente descritas son VIM-1 y VIM-4
(Matsumura et al. 2017). En un estudio multicéntrico realizado durante 20 afios (1997-2016)
en el que participaron 199 hospitales de 42 paises de todo el mundo, el porcentaje de
carbapenemasas tipo VIM en enterobacterias fue del 2,4% en el periodo comprendido entre
2007 y 2009, y del 1,9% entre 2014 y 2016, y solo se encontré un aislamiento productor de
VIM-2 (Castanheira et al. 2019). Recientemente se han publicado brotes de enterobacterias
productoras de VIM-2, como el publicado en pacientes iranies ingresados en UCI sometidos a
ventilacién mecanica con infecciones por K. pneumoniae productora de VIM-2 (Mohammad Ali
Tabrizi et al. 2018). En Japon se ha publicado la emergencia de C. freundii productor de VIM-2
(Ando et al. 2018). En Espafia, el primer caso publicado de C. freundii productor de VIM-2 se
detectd en 2014 en una cepa aislada en nuestro hospital (Porres-Osante etal. 2014).
Posteriormente, se ha descrito un aislado mas en nuestro pais (Arana et al. 2017). En cuanto a
K. aerogenes, existen muy pocas referencias de cepas portadoras de este gen (Biendo et al.
2008). En un estudio publicado en 2017 en el que se recogieron cepas de enterobacterias
productoras de VIM, se describié que en Espafia circulan cepas de Klebsiella spp. y E. cloacae
complex productoras de VIM-1 y Citrobacter spp productores de VIM-2 (Matsumura et al.
2017)

Todos los aislados de C. freundii presentaron el mismo perfil de PFGE, por lo que
podemos afirmar que pertenecen al mismo clon, que hemos de considerar se ha hecho
endémico en nuestro hospital. A pesar de ello, mediante el estudio de la distribucién temporal
de los pacientes en los que se obtuvieron esos aislados, se ha constatado que el hallazgo de
estas cepas es puntual, sin haber continuidad temporal y sin ocasionar brotes, aunque todo

indica la presencia de uno o varios reservorios en la UCI de nuestro hospital.
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Es importante destacar que el Unico aislado de K. pneumoniae productor de
carbapenemasa presenté el gen blay,., insertado en el mismo integrén que el encontrado en
los aislados de C. freundii y K. aerogenes, que ha sido descrito por primera vez por nosotros.
Este aislado de K. pneumoniae pertenecia a una muestra de vigilancia epidemioldgica recogida
de un paciente ingresado en UCI, al igual que los pacientes en los que se habian aislado las

cepas de K. aerogenes y C. freundii productoras de VIM-2.

En nuestro hospital se ha publicado una alta prevalencia de aislados de P. aeruginosa
productores de carbapenemasas de tipo VIM-2, que se detectan fundamentalmente en

pacientes ingresados en la UCI .Estos aislados presentan el gen blay,., en integrones de clase 1

asociado a casetes génicos de resistencia a aminoglucésidos (Bellés et al. 2018). La transmision
de genes de resistencia entre bacteria es un hecho que se conoce desde hace tiempo.
Recientemente se ha publicado la posible transmisidn del gen VIM-2 entre diferentes géneros,
concretamente desde un desde un aislado de P. aeruginosa productor de VIM-2 a un C
freundii. Los autores sugieren una reorganizacion de los elementos genéticos asociados en el

integrén que porta blayu., al producirse la transferencia entre géneros (Porres-Osante et al.

2014).

Estos hallazgos sugieren la posible transmisién génica entre géneros, desde P.
ageruginosa a algunas enterobacterias, facilitado porque el gen VIM-2 es muy prevalente en
nuestro hospital en aislados de P. ageruginosa. Ademas, encontramos presente el integrén
In1470, que parece ser la causa de la transmisidn de carbapenemasas entre enterobacterias en
el entorno de nuestro hospital. Hemos referido la posible transferencia del integron en primer

lugar desde K. aerogenes a C. freundii y, posteriormente, a la cepa de K. pneumoniae.
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CONCLUSIONES

1. La prevalencia de enterobacterias productoras de carbapenemasas en nuestro entorno
es muy baja. Solo el 15,7% de los aislados clinicos que presentaron una sensibilidad
disminuida a carbapenems portaban un gen codificante de carbapenemasa. Estos
genes fueron identificados como blayy y se encontraban en estructuras de integrones
de clase 1 asociados a casetes génicos de resistencia a aminoglucésidos. No

encontramos carbapenemasas de clase A ni clase D.

2. ElI 6,35 % de los pacientes estudiados ingresados en UCI estaban colonizados por una
enterobacteria con sensibilidad disminuida a carbapenems, mayoritariamente K.
pneumoniae. Estos aislados presentaron altos niveles de resistencia a antibidticos B-

lactdmicos, aminoglucdsidos, quinolonas y cotrimoxazol.

3. Enlas cepas de K. pneumoniae la combinacidn de la alteracién de las porinas junto con
las B-lactamasas detectadas, como CTX-M-15, SHV-76, SHV-2a y DHA-1, se traduce en

una disminucién de la sensibilidad a carbapenems, especialmente a ertapenem.

4. Todos los pacientes colonizados por K. pneumoniae multirresistente habian sido
sometidos a tratamiento antibidtico previo con B-lactdmicos. Ningun paciente ingresé
en la UCI colonizado por esta cepa, y mas de la mitad se colonizd en la primera semana

de ingreso.

5. El secuenciotipo de K. pneumoniae mas frecuentemente encontrado fue ST405,
identificado en pacientes que coincidieron en su ingreso en UCI, seguido de ST340 y
ST15, siendo estos dos ultimos clones de alto riesgo. No encontramos ningun aislado

perteneciente al clon de alto riesgo ST258.

6. La resistencia a ertapenem en las cepas productoras de carbapenemasa fue del 85,7%
y del 42,9% a imipenem, ademas presentaron elevados porcentajes de resistencias a

aminoglucésidos y cotrimoxazol.

7. Todos los aislados de C. freundii productor de carbapenemasa presentaron el mismo
perfil de PFGE y, por tanto, asumimos que pertenecen al mismo clon. Sin embargo, el

hallazgo de estas cepas es puntual, sin haber continuidad temporal y sin ocasionar
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brotes, lo que sugiere la presencia de uno o varios reservorios en la UCI de nuestro

hospital, en los que se mantiene y desde los que puede colonizar a nuevos pacientes.

El gen blayw., se encontré insertado en la misma estructura del integrén de clase 1
In1470 en todos los aislados, y ha sido descrito por primera vez en este estudio. Este
integrén parece haber actuado como vehiculo de transmision de carbapenemasas

entre enterobacterias en el entorno de nuestro hospital.
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